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1. Infertilidad. 
La infertilidad es un problema de salud pública, definida como la incapacidad de una 
pareja de conseguir un embarazo a término después de mantener relaciones sexuales 
regulares  durante un año sin el uso de ningún método contraceptivo (1-3). La 
infertilidad es una entidad clínica compleja, la evidencia de cambios en la prevalencia es 
difícil de establecer y su prevención, diagnóstico y tratamiento representan un reto 
científico, más aún al tomar en cuenta que la infertilidad concierne no sólo a un 
miembro de la pareja.  
Se habla de infertilidad primaria cuando la pareja consigue una gestación, pero no llega 
a término con un recién nacido vivo y de infertilidad secundaria cuando la pareja, tras 
un embarazo y parto normales, no consigue una nueva gestación a término con recién 
nacido vivo (4,5). 
En general, se estima que la infertilidad afecta al 10-15% de la población en los países 
desarrollados. Sin embargo, se trata de valoraciones imprecisas y difícilmente 
contrastables (6). Aunque este porcentaje varía según diferentes autores y la zona 
geográfica del estudio (6,7). 
La responsabilidad del éxito reproductivo está compartida entre el gameto masculino y 
el femenino. El origen de la infertilidad es difícil de clasificar y/o determinar y aunque 
históricamente todos los esfuerzos se centraban en el estudio y tratamiento de la 
infertilidad de manera casi exclusiva a la mujer, en la actualidad, los avances en el 
estudio de este campo, sobre todo al ampliar el espectro de estudio, han logrado 
demostrar que el factor masculino es responsable por sí solo de entorno al 20% de los 
casos de parejas con infertilidad, y que contribuye en otros 30-40% de los casos. Hoy en 
día se sabe que casi un 50% de los casos implican, a algún nivel, el factor masculino (8-
10). Lo que hace evidente la necesidad de establecer correctamente las pautas de estudio 
sobre las posibles etiologías de infertilidad masculina (9). 
La capacidad reproductiva natural en el ser humano es complicada de establecer porque 
existen numerosos factores medioambientales que dificultan obtener datos concretos. 
Por otra parte, el rendimiento reproductivo se encuentra influido no sólo por factores 
medioambientales sino también por factores intrínsecos a la naturaleza de la especie. En 
cuanto a la eficacia reproductiva en la especie humana, es conocido su bajo potencial 
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reproductivo ya que en cada ciclo ovulatorio, las parejas con menos de 30 años sin 
problemas de fertilidad, que mantienen relaciones sexuales regulares sin protección, 
tienen tan sólo un 20-30% de posibilidades de lograr un embarazo (11). 
Uno de los principales factores que afectan a la concepción es la edad de los 
progenitores, sobre todo de la mujer. En estudios epidemiológicos en poblaciones que 
no emplean anticonceptivos, se observa una disminución de la capacidad reproductiva 
en la mujer a partir de los 35 años, siendo más significativa a partir de los 40 años. La 
edad del varón afecta en menor grado a la capacidad reproductora de la pareja, aunque 
se demuestra una disminución significativa a partir de los 40 años (12). 
Respecto la infertilidad de causa masculina encontramos que suele ir asociada a la 
presencia de parámetros seminales alterados y puede estar causada por tres grupos de 
factores diferentes: factores pretesticulares, que afectan a la producción de hormonas 
que controlan la espermatogénesis; factores testiculares, que afectan al propio proceso 
de la espermatogénisis y factores postesticulares, que afectan al transporte de los 
espermatozoides y a los propios espermatozoides (3). 
No obstante, en el 40% de los casos encontramos una infertilidad desconocida donde no 
existe una causa determinada que provoque el trastorno y todos los parámetros son 
aparentan “normales” pero cursa con la imposibilidad de concebir, llamada en este caso 
infertilidad idiopática. Este dato nos da idea de lo mucho que queda por hacer y estudiar 
acerca de las alteraciones fisiológicas o moleculares causantes de la infertilidad (8). 
Existe una gran variedad de causas de infertilidad masculina que quedan detalladas en la 
figura 1, sólo una pequeña minoría de pacientes son susceptibles a la estimulación 
hormonal específica o a la terapia farmacológica, el resto de pacientes son los pacientes 
candidatos a someterse a las TRA (13). 
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Figura 1: Causas de infertilidad masculina según la clasificación de Khorram y colaboradores 
(13). 
Durante las últimas dos décadas se han producido cambios importantes el tratamiento 
de la infertilidad, como la introducción de las tecnologías de reproducción asistida que 
han brindado la oportunidad de estudiar los procesos reproductivos básicos o el 
desarrollo de la biología molecular y la genética que se han convertido en materias muy 
importantes para el estudio, diagnóstico y evaluación de las parejas, muchas de ellas 
consideradas hasta ahora como "parejas infértiles sin explicación" (3). 
Desórdenes a nivel Hipotálamo-pituitaria 
Congénitas 
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2. Técnicas de reproducción asistida. 
Conjunto de técnicas o métodos biomédicos que facilitan o sustituyen a los procesos 
naturales que se dan durante la reproducción y que se basan en aproximar de forma 
artificial los gametos femeninos (óvulos) y masculino (espermatozoides) con el objetivo 
de dar lugar a un embarazo que concluya con un recién nacido vivo (RNV) sano.  
Existe una gran variedad de técnicas de reproducción asistida (TRA), con diversos 
grados de complejidad y con indicaciones variadas.  
Las empleadas en el siguiente estudio son, la inseminación artificial (IA) que es la 
primera línea de ataque contra la infertilidad si ambos miembros de la pareja presentan 
las características adecuadas y la fecundación in Vitro que engloba las técnicas de 
fecundación in vitro convencional (FIV) y la microinyección intracitoplasmática de 
espermatozoides (ICSI) cuya finalidad de ambas es conseguir embriones de buena 
calidad con un adecuado desarrollo, que podrían ser cultivados para su posterior 
transferencia e implantación, con la intención de dar lugar a nacimientos viables y 
sanos. 
IA consiste en la colocación de espermatozoides de forma no natural en el aparato 
reproductor femenino en el momento próximo a la ovulación, con la finalidad de 
conseguir un embarazo. Es una técnica sumamente sencilla.  
Para la realización de esta técnica se requieren la integridad anatómica de por lo menos 
una trompa de Falopio, una respuesta ovárica adecuada y una buena concentración de 
espermatozoides móviles.  
Aun así, un porcentaje significativo no consigue un embarazo en los 4 primeros 
intentos, y sus posibilidades no aumentan con más tratamientos. 
 Las indicaciones de la IA son básicamente:  
- la incapacidad de deposición del semen en la vagina,  
- esterilidad femenina (cervical, uterina, endometriosis, disfunción ovulatoria) 
- esterilidad inmunológica  
- esterilidad de origen desconocido.  
El procedimiento se subdivide en 5 partes:  
- estimulación suave del desarrollo folicular múltiple  
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- la monitorización de la foliculogénesis  
- la ovulación  
- la capacitación del semen  
- la realización de la inseminación  
- finalmente, el soporte de la fase lútea. 
La FIV: consiste en la incubación conjunta de los gametos, ovocitos y espermatozoides, 
de manera que el proceso de interacción entre ellos para lograr fecundación depende del 
azar (figura 2). Este tipo de inseminación, tiene lógicamente los riesgos de un fallo total 
de fecundación con la consiguiente pérdida de la posibilidad de gestación. En este 
sentido la FIV no estaría indicada en caso de un factor masculino grave y en casos de 
fallos de fecundación previos inexplicables.  
                                           
Figura 2: Técnica FIV,  imagen de un ovocito incubado con espermatozoides. 
La ICSI es una técnica de inseminación asistida que requiere la utilización de técnicas 
de micromanipulación y consiste en introducir en el citoplasma ovocitario un único 
espermatozoide previamente seleccionado. 
  
Figura 3: Técnica ICSI. 
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Es una técnica más sofisticada que precisa un elevado grado de entrenamiento y equipos 
más complejos. Está diseñada para los casos en los que no está indicada la IAH. El éxito 
de la técnica es tal que se puede lograr fecundación y embarazo incluso con 
espermatozoides procedentes de testículo y/o epidídimo (14). 
La donación de ovocitos: técnica en la cual el gameto femenino es aportado por una 
mujer diferente a la que será la receptora final de éste ovocito o del embrión resultante, 
y se utiliza cuando la mujer no puede producir óvulos o produce óvulos de mala calidad, 
incapaces de originar un embrión viable.  
Es una alternativa válida para las mujeres con baja respuesta a las gonadotropinas en la 
estimulación ovárica, incluidas las pacientes que tienen endometriosis severa (15) y 
aquellas que presentan abortos involuntarios idiopáticos a repetición (16). La donación 
de ovocitos ha demostrado ser una modalidad de tratamiento exitoso para las parejas 
estériles, cuyas expectativas de gestación eran escasas. Con esta técnica se llega a  
ofrecer tasas de éxito mayores que la concepción natural (17). 
Previamente, la donante realiza un chequeo y estudios de salud de acuerdo a los 
Protocolos del Programa de donación de ovocitos. 
La donación de óvulos permite la estandarización del factor femenino, sesgo importante 
a la hora de evaluar la calidad del semen en procedimientos de inseminación in vitro 
habituales. Aproximadamente un 40-45% de pacientes que se realizan este tratamiento 
logran un embarazo en cada intento. 
Pero, a pesar de los grandes avances en el desarrollo de estas técnicas desde que el 
1ºniño in vitro naciera en 1978 (18), aún hay muchos casos en los que estas técnicas no 
son 100% efectivas o necesitan repetidos intentos para lograr el éxito. El 
perfeccionamiento de distintos procesos podría ayudarnos a mejorar el éxito de estas 
técnicas. Mejoras como: 
1/ Mejora en los protocolos de estimulación ovárica, y así obtener una buena calidad de 
los ovocitos recuperados. 
2/ Mejora en la selección y recuperación espermática 
3/ Una vez tengamos gametos de buena calidad, podremos obtener embriones de buena 
calidad, siempre y cuando nuestros sistemas de cultivo estén optimizados al máximo. 
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4/ La mejora en los métodos de selección de embriones, por ejemplo, con el uso de 
incubadores con sistema time-lapse (TMS), lo que nos permitirá seleccionar con mayor 
seguridad qué embrión tiene más posibilidades de implantar, permitiendo llevar a cabo 
transferencias embrionarias únicas con mayores garantías de éxito.  
La necesidad de esta mejora ha promovido que se trabaje más exhaustivamente tanto a 
nivel médico como tecnológico, para ser capaces de distinguir, con la mayor precisión 
posible, aquellos que van a tener éxito de los que no. Por ende, el compromiso de 
mejorar las tasas de embarazo a través de técnicas de fecundación in vitro debería 
encaminarse a la búsqueda de nuevos marcadores de calidad en los diferentes gametos, 
ovocitos y espermatozoides, para conseguir los mejores embriones que den dar lugar a 
descendencia sana. 
Nuestro trabajo se basa principalmente en la búsqueda de técnicas que nos ayuden a 
encontrar el mejor espermatozoide y que den lugar a un buen embrión que consiga el 
éxito reproductivo.  
3. Factor masculino. 
El interés de la célula espermática radica en 2 aspectos fundamentales, el primero es 
número de gametos masculinos con el que contamos. Los espermatozoides pueden 
variar en número desde millones hasta cero, por tanto, en la mayoría de los casos 
encontramos una cantidad que excede a los ovocitos, pudiendo estudiar fácilmente los 
no utilizados en reproducción asistida, pero que pertenecen al mismo ciclo 
espermatogénico (19). A diferencia de los gametos femeninos que son un factor 
limitante en las TRA, porque se generan muy pocos y todos ellos se utilizan, por lo que 
en principio no va a ser posible seleccionarlos. No obstante, existen países con leyes 
restrictivas en los que no es posible fecundar la cohorte completa, en estos casos los 
criterios de selección pueden ser importantes.  
El segundo aspecto que podemos destacar de los gametos masculinos es su 
individualidad, la singularidad genética en cada espermatozoide proporciona una amplia 
variedad de fenotipos de esperma. Esto es que cada espermatozoide es único y diferente 
debido a la recombinación genética y la meiosis en la espermiogénesis (19). 
La espermatogénesis es el proceso de diferenciación celular que conduce a la 
producción de espermatozoides, tiene lugar en el interior de los túbulos seminíferos de 
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los testículos humanos. Se inicia en la lámina basal de los túbulos seminíferos, a partir 
de células germinales diploides (46 cromosomas). Estas células sufren un complejo 
proceso de división y diferenciación que culmina en la formación de gametos 
masculinos haploides (23 cromosomas) y en su liberación a la luz de los túbulos 
seminíferos. 
La esperamatogénesis consta de 3 fases: la proliferativa, meiosis y espermiogénesis. 
En la fase proliferativa las células germinales inmaduras o espermatogonias forman el 
stock de células progenitoras de espermatozoides, que no van a empezar a dividirse 
hasta la pubertad. Son diploides, están situadas cerca de la membrana basal, y se dividen 
por mitosis, para dar otras espermatogonias (las tipo A, células madre espermatogonias)  
progenie con capacidad de dividirse indefinidamente y mantener un número mínimo, 
por un lado, y por otro para diferenciarse a espermatocitos primarios (las tipo B) que 
dejan de proliferar cuando se alcanza la madurez sexual. 
Tras su división por meiosis, van a dar lugar a 4 espermatides haploides. Primero, hay 
una separación aleatoria de los cromosomas homólogos, y luego una recombinación lo 
que va a ser fundamental para la producción de diversidad genética. 
La espermiogénesis es el proceso desde la etapa de espermátide hasta la liberación del 
espermatozoide maduro. Las células sufren un cambio morfológico dramático, con una 
diferenciación y especialización importantes. Se considera que es altamente controlado 
en el tiempo y que cualquier pequeña variación de este proceso podría implicar una 
menor eficiencia en la posibilidad de concebir y provocar infertilidad. Los cambios 
principales tienen lugar en el  ácido desoxirribonucleico (ADN), se produce una elevada 
condensación del núcleo asociada a modificiaciones químicas en el ADN y en las 
proteínas nucleares, produciéndose una sustitución de histonas por protaminas, en la 
formación del acrosoma a partir del aparato de Golgi, en el desarrollo del flagelo a partir 
de los centriolos, y en la eliminación de la mayor parte del citoplasma (20). 
La síntesis de ácido ribonucleico (ARN) y proteínas es máxima en la meiosis, y decrece 
hasta parar en el inicio de la espermatogénesis.  
Estos hechos son importantes, porque la integridad del ADN en el espermatozoide, así 
como la función de los stocks de ARN en el espermatozoide sobre el desarrollo 
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embrionario temprano, se ha relacionado en los últimos años con la fertilidad o 
infertilidad. 
                             
Figura 4: Espermatogénesis. 
(a partir de: http://hnncbiol.blogspot.com.es/2008/01/espermatogenesis.html) 
 
En diferentes especies, unos tipos celulares se asocian con otros, dentro de unos túbulos 
existiendo sincronía. Varios ciclos espermatogénicos, dependiendo de la especie, son 
necesarios hasta liberar espermatozoides. Además, la duración depende de la especie. 
En humanos, por ejemplo, son de unos 16 días, y son necesarios 6 ciclos. Aun así, en 
humanos se presentan muchas irregularidades. Además, en diferentes especies, el grado 
de eficiencia es variable, ya que no todas las células que inicia el proceso lo concluyen 
con éxito (solo un 25%). Principalmente, la detención del desarrollo y la degeneración 
celular ocurre en tres puntos: espermatogonia, divisiones meióticas, espermiogénesis 
(muy poco). También se ha hipotetizado, que una disminución en la eficiencia 
espermatogénica en ciertos varones, podría ser la causa de oligospermias, y, que por 
tanto, serian potencialmente tratables. Además, los parámetros seminales son el 
resultado de la influencia biológica, física y de factores ocupacionales que están 
presentes dentro de los 2 meses antes de la recolección seminal.   
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El almacenaje y maduración de espermatozoides ocurre en el epidídimo, pero el proceso 
de maduración se completa finalmente en el tracto reproductivo femenino. Interferencia 
en cualquiera de estas etapas, como por ejemplo el número y la tasa de división de las 
espermatogonias, el funcionamiento de las células de leyding y sertoli, así como la 
interacción de todos ellos con los diferentes moduladores internos y externos de la 
espermatogénesis pueden llevar a la infertilidad masculina y el mecanismo 
fisiopatológico envuelto depende de que órgano o sistema regulatorio este afectado. 
(21). 
4. Evaluación tradicional del varón. 
Para la evaluación objetiva del potencial fértil en un varón, el espermiograma es la 
única herramienta diagnóstica recomendada por la Organización Mundial de la Salud 
(OMS) (22), este nos da información esencial del estado clínico del varón, pero  evalúa 
de forma superficial la capacidad del semen para iniciar un embarazo, se ha basado en la 
evaluación microscópica y macroscópica así como en ensayos bioquímicos para 
determinar la calidad del semen. Durante la eyaculación, el semen es el conjunto de una 
suspensión concentrada de espermatozoides almacenados en el epidídimo y mezclados y 
diluidos por secreciones de las glándulas sexuales accesorias. El total de los 
espermatozoides refleja la producción de espermatozoides por los testículos y la 
permeabilidad de los conductos post-testiculares. Tanto el volumen de los 
espermatozoides como la actividad secretoria de las glándulas del fluido seminal son 
importantes para la función espermática.  
Los índices macroscópicos (descrito posteriormente en material y métodos) valoran la 
función de las glándulas excretoras. El volumen del plasma seminal está condicionado 
por la secreción de las vesículas seminales en un 80% y el resto es de próstata, 
glándulas bulbouretrales y epidídimos; la licuefacción es la resultante de la acción de las 
enzimas proteolíticas del plasma seminal y el olor es condicionado por la seminina y 
seminogelina; el pH está dado por la presencia de fructosa que proviene de las vesículas 
seminales, así como del ácido cítrico y fosfatasa ácida que son secretados por la próstata 
(23). 
Los índices microscópicos (descrito posteriormente en material y métodos) son la 
concentración espermática que valora la función testicular y la permeabilidad de los 
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conductos excretores; la movilidad y morfología espermática, que valora la función de 
los epidídimos y la interacción de los espermatozoides con el plasma seminal (23).  
En resumen, el espermiograma proporciona información general del estado del epitelio 
germinal, epidídimos y glándulas accesorias sexuales. Podemos detectar sobre todo 
problemas severos de la función testicular, que se traducen en la producción de pocos 
espermatozoides, con poca movilidad o con defectos en la forma. Es muy importante 
conocer las limitaciones de este análisis para predecir la capacidad funcionalidad y la 
salud de los órganos y células reproductivas ya que existe una gran cantidad de casos en 
los que el varón presenta valores muy por encima de lo normal, y que no se logra un 
embarazo, y por el contrario, valores por debajo de la normalidad que sí lo logran. Esto 
puede darse incluso en eyaculados distintos de un mismo varón, y además es un análisis 
sujeto a la valoración del personal del laboratorio, es decir, en cierta medida, subjetivos. 
Por ello, en la comunidad científica existe cierto recelo con este test y se cuestiona su 
auténtica valía (24-28). 
Sin embargo, el valor pronóstico de los componentes del semen, como el número de 
espermatozoides, movilidad o morfología, están influenciados por muchos otros 
factores relacionados con la actividad sexual y con la función de las glándulas 
accesorias, entre otras (21), siendo el análisis de semen rutinario un predictor modesto 
de los resultados reproductivos, ya que no evalúa disfunciones espermáticas y/o factores 
fisiológicos y/o moleculares de la muestra (26). 
Por lo tanto, es clara la necesidad de estudiar nuevos marcadores. Por esta razón, desde 
los laboratorios de andrología se están invirtiendo grandes esfuerzos en investigaciones 
a nivel molecular para conocer, de manera más precisa, la fisiología del espermatozoide. 
Con esto se pretende desarrollar en un futuro una herramienta diagnóstica fiable, precisa 
y objetiva, para mejorar las posibilidades diagnósticas y terapéuticas, que permitan 
discriminar no sólo entre hombres potencialmente fértiles e infértiles y de este modo, se 
conseguiría evitar a los pacientes tratamientos innecesarios al seleccionar mejor, sino 
que además logren predecir la calidad embrionaria y el posible resultado reproductivo y 
aumentar así las tasas de éxito de los tratamientos llevados a cabo (28). 
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5. Procesos moleculares implicados en la infertilidad. 
En las últimas décadas se ha asistido un progreso en el conocimiento y comprensión de 
los mecanismos bioquímicos y moleculares que regulan la producción de 
espermatozoides funcionalmente competentes, que nos han permitido conocer la 
existencia de moléculas implicadas en cada uno de los procesos en los que participa el 
espermatozoide en su camino a fecundar el óvulo y generar un embrión (29,30), siendo 
estas moléculas susceptibles de ser utilizadas como biomarcadores de la función 
espermática. Definimos como biomarcador a la característica o conjunto de 
características de las muestras de semen que sea fácilmente valorable y que nos dé 
información sobre la calidad de la muestra y sobre su capacidad para dar lugar a un 
embarazo evolutivo (31).  
Los más estudiados y más prometedores en cuanto a su aplicación clínica son la 
fragmentación del ADN (32), el estrés oxidativo (33), el perfil transcriptómico (34), 
metabólico y proteico (35) así como marcadores individuales como la fosfatildil-serina 
(PS) implicada en la apoptosis (36), los receptores del ácido hialurónico (AH) (37), la 
ubiquitina (38), la fosfolipasa A2 grupo IIA (39), entre otros. 
Uno de los marcadores de calidad seminal más estudiados es la determinación de la 
fragmentación del ADN espermático.  
La estructura y organización del ADN de los espermatozoides y su ADN se encuentran 
especialmente compactados, debido a que se organiza en su mayoría entorno a 
protaminas (un 85% aproximadamente asociado a estas proteínas) en lugar de a histonas 
como lo hace en las células somáticas. Su estructura altamente compactada le protege de 
posibles daños que pueda sufrir en su transporte por el tracto reproductor masculino y 
femenino, pero ese 15% que queda menos compactado es susceptible de sufrir roturas 
con cierta frecuencia (4,40). Las principales causas de estas roturas son muy variadas y 
a pesar de que no están bien establecidos los mecanismos por los que actúan, algunas de 
estas son: alteraciones en la espermatogénesis,  apoptosis abortiva, estrés oxidativos o 
incluso desórdenes genéticos que puedan causar deficiencias en las protaminas (40). 
Se ha demostrado un punto crítico en el daño del ADN, mediante la evaluación de la 
fragmentación y de la oxidación del ADN espermático, el cual afecta negativamente la 
calidad embrionaria y el éxito reproductivo (41,42). La evidencia sugiere que los 
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espermatozoides de los hombres infértiles poseen mucho más daño en el ADN 
espermático que en el de los hombres fértiles (43).     
Hay una serie de tests que se han ido desarrollando a lo largo de los años para evaluar el 
daño del ADN y los más conocidos y empleados son: 
- Ensayo túnel (deoxynucleotidyltransfrase-mediateddUTP Nick EndLabeling) basado 
en procesos enzimáticos que incorporan in situ  nucleótidos marcados en las roturas 
dobles de la cromatina (44). 
- Ensayo COMETA evalúa tanto las roturas de cadena doble como sencilla. Se basa en 
la migración de los fragmentos desde el punto de central y se mide la distancia de esta 
migración (45).  
- Ensayo de la estructura de la cromatina espermática (SCSA): evalúa la compactación 
de la cromatina espermática (46).  
- ADN-FISH, detección de rotura en el ADN de las cadenas únicas mediante 
hibridación in situ fluorescente (47). 
- Prueba de la dispersión de la cromatina espermática o test del halo (SCD): siendo un 
test indirecto que mide la descondensación de la cromatina valorando el halo que se 
forma entorno a la cabeza de los espermatozoides (48). 
Otro marcador es el estrés oxidativo que genera especies reactivas de oxígeno que en un 
nivel adecuado son importantes en determinadas funciones celulares y, en el caso de los 
espermatozoides, en la capacitación. Sin embargo, un desequilibrio entre estas especies 
reactivas y la capacidad antioxidantes de las células a favor de las primeras puede 
provocar alteraciones en los espermatozoides (49).  
El efecto más estudiado sobre los espermatozoides es el que causan sobre el ADN. Su 
principal producto oxidativo es la formación de la 8- hydroxydeoxyguanosina (8-
OHdG), que se propone como marcador del daño del ADN por estrés oxidativo (50).  
Para estudiar directamente el daño oxidativo en el ADN espermático (51) podemos 
emplear el ensayo  OXI DNA de ensayo basado en  la unión directa de una sonda 
fluorescente al producto 8-oxoguanina (marcador del daño al ADN por radicales libres). 
El anticuerpo monoclonal conjugado con isotiocianato de fluoresceína (FITC) se une al 
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8-oxoguanina en las células dañadas y la fluorescencia se cuantificará mediante 
citometría de flujo.  
Centrándonos en la apoptosis, proceso molecular motivo del presente estudio, sabemos 
que este proceso es un modo de muerte celular programada basada en mecanismos 
genéticos que inducen una serie de alteraciones celulares, morfológicas y bioquímicas 
llevando a la célula al suicidio sin provocar una respuesta inflamatoria. Describe, por 
tanto, un colapso celular codificado genéticamente y caracterizado por encogimiento 
celular, fragmentación de proteínas, condensación de la cromatina y degradación del 
ADN que culmina en un estadio final en el que la célula se rompe en cuerpos rodeados 
de membrana plasmática denominados cuerpos apoptóticos  (52). 
Mientras que la apoptosis en células somáticas y en células espermatógenas testiculares 
in vivo está bien establecida, la apoptosis de espermatozoides en el eyaculado aún está 
siendo estudiada (53) aunque recientes estudios sugieren que los radicales libres pueden 
ser cruciales en la relación con la apoptosis, ya que la exposición prolongada de 
fenilalanina da lugar a la estimulación de la apoptosis por generación de superoxido y 
activación de caspasas (28,54). Lo que sí que se conoce es que se da 
intratesticularmente para mantener el número adecuado de células germinales 
(espermatogonias, espermatocitos y espermátidas) durante el desarrollo normal de la 
esperamatogénesis (52).  
Se han descrito dos vías principales de apoptosis a nivel testicular (55,56).  
- La vía intrínseca o ruta mitocondrial que está mediada por inhibidores e 
inductores de la apoptosis, cuyo equilibrio es necesario para el desarrollo normal 
de la espermatógenesis.  
- Y la vía extrínseca o de receptores de muerte celular, mediada por la expresión 
de proteínas de membrana cuya sobreexpresión activa la apoptosis.  
Así, cuando existe un exceso de células germinales, disminuyen los niveles testiculares 
de FSH y testosterona, lo que permite la unión de estradiol a los receptores de las 
células de Sertoli, que a su vez emiten señales hacia las células germinales para inducir 
su apoptosis, tanto por vías intrínsecas como extrínsecas.  
Las células que entran en apoptosis agregan su cromatina, sufren un proceso de 
condensación nuclear y citoplásmico, el ADN se fragmenta y se forma un cuerpo 
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apoptótico que es rápidamente reconocido, fagocitado y digerido por macrófagos o 
células epiteliales adyacentes (57). Cuando se equilibra el número de células 
germinales, los niveles de FSH y testosterona aumentan y se unen a los receptores de las 
células de Sertoli, que dejan de mandar señales de apoptosis permitiendo el 
mantenimiento de la proliferación de las células germinales (58,59). 
La apoptosis también se utiliza para eliminar células germinales incapaces de completar 
la meisois, dañadas o con alteraciones cromosómicas (56). Cuando se producen errores 
de sinapsis o apareamiento en la división meiótica, se ponen en marcha los mecanismos 
de control de la meiosis o checkpoints, que inducen la eliminación por apoptosis de los 
espermatozoides afectos (57). 
Por último, también se ha descrito que la eliminación del citoplasma residual durante la 
maduración de los espermatozoides se produce por apoptosis mediada por caspasa (58). 
No se conoce con exactitud si los marcadores apoptóticos detectados en los 
espermatozoides son residuos de un proceso apoptótico incompleto empezado antes de 
la eyaculación o son el resultado de una apoptosis iniciada después de la post-
eyaculación (52), pero sí está demostrado que en el eyaculado hay espermatozoides con 
este proceso iniciado, y con las mismas características de motilidad y forma que los 
espermatozoides normales, lo que lleva a pensar que si los primeros fecundaran un 
ovocito, inducirían un fallo reproductivo (28,53,60). 
La inseminación de espermatozoides no apoptóticos es uno de los prerrequisitos para 
conseguir una fecundación exitosa.  A diferencia de las células somáticas y testiculares, 
el fenotipo en espermatozoides continúa siendo controvertido. A pesar de mostrar 
diferentes características o síntomas apoptóticos, como en las células somáticas, estos 
síntomas pueden no indicar la presencia de muerte apoptótica. El fallo de la eliminación 
de estos espermatozoides anormales, esto es apoptosis abortiva, puede ser la razón de su 
presencia en el semen (61). 
La activación de la caspasa, la caspasa-3 ejecuta el final del desensamblaje celular 
desestructurando las diferentes proteínas y originando roturas en las cadenas de ADN; la 
fragmentación del ADN y la translocación de PS son síntomas apoptóticos y han sido 
demostrados en espermatozoides bajo diferentes condiciones experimentales (62), 
centrándonos en este último marcador se ha visto que en células vivas con las 
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membranas intactas, la PS está localizada en la cara interna de la bicapa lipídica. El 
desorden de la función de la membrana plasmática comienza con una translocación de 
PS desde su cara interna hacia la externa y constituye uno de los acontecimientos más 
tempranos de las células bajo apoptosis y es considerado un marcador de la actividad 
celular. Es un proceso dependiente de Ca+2, la PS tiene alta afinidad por la anexina V 
(AV), una proteína de unión a fosfolípidos. Así, la AV puede servir para la 
identificación de células con la integridad de la membrana comprometida en un estadio 
temprano, pero no se puede unir a espermatozoides con la membrana citoplasmática 
intacta. No obstante, se ha visto que no existen diferencias en la prevalencia de 
translocación de PS entre espermatozoides morfológicamente normales y anormales 
(60,63). 
De esta manera, podría utilizarse para seleccionar aquellos espermatozoides con menor 
capacidad para fecundar. 
 
 
 
 
 
 
  A      B 
Figura 5: Externalización de la PS. A): imagen que muestra la membrana plasmática integra. 
B): imagen que muestra la membrana plasmática comprometida. 
 
Estas características moleculares descritas son independientes del recuento, movilidad y 
morfología, es decir, no se correlacionan con el espermiograma, y, por tanto, se 
necesitan nuevas herramientas diagnósticas, ya que todavía existen causas de 
infertilidad por determinar aparte de las anomalías en el análisis básico.  
Membrana intracelular 
PS 
Membrana extracelular 
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Aquellas causas moleculares de infertilidad masculina que están presentes en algunos 
espermatozoides pueden además ser utilizadas en la selección de los adecuados para 
mejorar los resultados en las TRA.  
Existe todavía un amplio margen de mejora en las distintas TRA, y una de estas mejoras 
podría ser usando nuevas herramientas para la selección objetiva de espermatozoides ya 
que se ha visto que las características fisiológicas a nivel molecular de los 
espermatozoides pueden conducir a un éxito o un fracaso en las TRA (64). 
6. Métodos actuales y objetivos en estudio de selección de 
espermatozoides. 
 
El objetivo principal de cualquier técnica de selección de espermatozoides es obtener un 
número suficiente de espermatozoides viables y móviles y con las características 
fisiológicas más adecuadas capaces de fecundar un ovocito y maximizar la calidad 
embrionaria, y por ende, las probabilidades de obtener un RNV (65).   
Las técnicas actuales de selección de espermatozoides se basan fundamentalmente en la 
morfología por criterio subjetivo del embriólogo en los procedimientos de 
micromanipulación (66,67) (FIV e ICSI), o bien en la auto selección de los 
espermatozoides por su viabilidad o movilidad (IA, FIV e ICSI), donde destacamos la 
centrifugación por gradientes de densidad que elimina el plasma seminal y otros 
constituyentes del fluido seminal dejando únicamente los espermatozoides maduros 
viables (68) o bien mediante el swim-up, técnica  sencilla que se basa en que sólo los 
espermatozoides con buena movilidad podrán ascender al sobrenadante (69). Con 
ambas podemos recuperar los gametos con mayor capacidad fecundante potencial, pero 
hoy en día, ninguna de estas técnicas garantiza el éxito en reproducción asistida, ya que 
eventos moleculares tales como la apoptosis se obvian en el transcurso de estas técnicas 
rutinarias y pueden impactar  negativamente en los resultados finales (65). 
En una muestra de semen los varios millones de espermatozoides poseen características 
moleculares distintas. Éstas han sido estudiadas y descritas en los distintos procesos 
implicados en la fertilidad del varón, pero pocas de ellas pueden ser utilizadas para 
seleccionar físicamente el espermatozoide óptimo (19). 
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Basándonos en estas características existen diferentes tecnologías que nos podrían 
ayudar a aumentar la eficiencia en las TRA. Como, por ejemplo: 
6.1. IMSI 
- La microinyección Intracitoplasmática de Esperma Seleccionado Morfológicamente 
(IMSI) (70): nos permite evaluar los espermatozoides en base a su movilidad y 
morfología del mismo modo que el ICSI. Sin embargo, aporta mucha más información 
sobre este último parámetro, ya que mientras que en la selección convencional 
trabajamos con una magnificación óptica de 400x, en el IMSI podemos llegar a alcanzar 
una magnificación final superior a 7,200x (figura 6). Este hecho nos permite examinar 
minuciosamente características espermáticas de la pieza media o de la cabeza que con la 
técnica de selección convencional no se detectarían: presencia de vacuolas, morfología 
nuclear, elipticidad, angularidad o simetría anteroposterior y lateral. 
Para elegir el espermatozoide más adecuado se siguen las recomendaciones de la OMS, 
que determinan que éste debe ser simétrico, liso, oval, con la cola recta, el núcleo fijo y 
de color transparente. Gracias a esta técnica se puede descartar aquellos que son 
deformes o que presentan más de un 4% de vacuolas (residuos celulares) ya que la 
presencia de vacuolas en los espermatozoides, podrían ser un reflejo de sucesos que se 
han llevado a cabo en el núcleo, como la fragmentación del ADN o la presencia de 
aneuploidías. 
Cuando utilizamos la técnica IMSI se reduce significativamente la incidencia de 
aneuploidías para los cromosomas sexuales, así como también el número de embriones 
caóticos, que se traduce finalmente en una menor tasa de cancelación de ciclos (71). 
También,  se ha observado que la presencia de vacuolas en el núcleo podría generar una 
compactación anormal de la cromatina y alterar la topografía cromosómica (72). 
El IMSI es una herramienta útil en pacientes con alteraciones espermáticas graves, 
como teratozoospermia o globozoospermia severas (73) y para parejas con antecedentes 
de cancelación de ciclo FIV-ICSI o fallo de implantación (74). Se ha observado que en 
estos casos se produce una mejora de la calidad embrionaria (75) y un aumento de las 
tasas de gestación, implantación y RNV, acompañado de un descenso significativo de la 
tasa de aborto (67,70,76,77). 
INTRODUCCIÓN 
21 
 
Los inconvenientes que presenta esta técnica son también muy evidentes y están 
dificultando su extensión generalizada. En primer lugar el tiempo medio extra de 
duración del procedimiento es considerable y oscila entre 1.5 y 5 horas, en segundo 
lugar su elevado coste, hacen en principio que esta técnica no esté disponible para 
cualquier laboratorio y que solo sea aconsejable cuando nos encontramos con un semen 
muy pobre, y en casos repetidos de fallos de FIV/ICSI (67). A pesar de las evidencias 
existentes, son necesarios estudios con mayores tamaños muestrales para demostrar su 
eficacia clínica y definir mejor sus indicaciones. 
 
 
Figura 6: Selección espermática con la técnica IMSI. 
6.2. LA ELECTROFORESIS 
Técnica desarrollada por Ainsworth, es un método rápido, no invasivo y efectivo que 
supone el aislamiento de los espermatozoides por electroforesis con la mínima cantidad 
de ADN dañado (78,79).  
Los altos niveles de fragmentación del ADN o de oxidación del mismo se asocian con 
peores patrones de desarrollo embrionario e incluso con menores tasas de fecundación 
(43,80). Las evidencias son múltiples y tienen origen en múltiples estudios 
desarrollados con diferentes métodos de detección; CometAssay, SCSA, Tunel, SCD, 
etc. (64).  
El método se basa en dos principios básicos; su carga y su tamaño, considerándose  los 
de mejor calidad los más electronegativos (78,79,81,82) y los de menor tamaño (79,83). 
Siguiendo estos principios se desarrolló un sistema direccional de movimiento de 
espermatozoides vivos a través de un campo eléctrico basándose en el criterio de 
exclusión por tamaño utilizando para ello filtros de 5 micro-M de policarbonato unidas 
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a membranas de 15 KDa de poliacrilamida que permiten el tránsito libre de electrolitos 
(79).  
 
Figura 7: filtros de 5 micro-M de policarbonato unidas a membranas de 15 KDa de 
poliacrilamida que permiten el tránsito libre de electrolitos (79). 
Este dispositivo ya se ha probado en muestras de semen eyaculado, y se han estudiado 
sus limitaciones con muestras de mala calidad (congelado y las biopsias de testículo). 
Por tanto, es un método válido para todo tipo de muestras, normales y, también, difíciles 
(79). 
Se ha descrito un embarazo a término, aunque es necesaria una casuística más amplia 
para conseguir su validación clínica. Este procedimiento (tras su validación clínica) 
podría ser de tipo preventivo en los pacientes con elevados valores de fragmentación del 
ADN (78,79). 
Los resultados obtenidos a través de este sistema de separación demuestran en un 
primer momento que son tan efectivos como la separación por gradientes de densidad o 
swim-up, y sus tasas de recuperación son de aproximadamente el 20% de la cantidad 
inicial de espermatozoides, pero estas dos técnicas difieren de este nuevo método en que 
emplean mucho tiempo de trabajo, y, además, no evitan los efectos dañinos producidos 
por la centrifugación (por ejemplo: la generación de especies reactivas) (84). 
A pesar de los beneficios de esta técnica, la complejidad que presenta el aparato de 
separación puede ser una limitación para su uso generalizado en los laboratorios de 
andrología, sobre todo para aquellos con recursos limitados (65). 
6.3. LA BIRREFRINGENCIA 
Como ya hemos comentado, seleccionando subjetivamente el espermatozoide óptimo 
para ICSI por el procedimiento habitual una cantidad considerable de información de la 
ultraestructura se pierde (85). Basándose en una aproximación similar a la del IMSI, 
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pero con la idea de evaluar la distribución de las organelas de los espermatozoides en la 
cabeza, pieza media y cola, se plantea para el ICSI el uso de un microscopio invertido 
polarizado con un sistema óptico nuevo y adaptado al espermatozoide como una 
herramienta nueva para la selección del mejor espermatozoide basada en la 
birrefringencia de éste, ya que su textura protoplásmica tiene propiedades anisotrópicas 
(86,87).  
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Un haz de luz incidente pasa a través de un objeto. En el caso de una estructura 
isótropa (A), no se observa efecto de la birrefringencia porque la luz se propaga a una sola 
velocidad, sin estar polarizada. Al cruzar una estructura anisotrópica (B), el haz de luz 
incidente se refracta en dos rayos viajando a diferentes velocidades. La retardancia del rayo 
lento en relación con el rayo rápido genera el efecto de la birrefringencia (87).  
Asociado a la organización longitudinal y fuerte compactación de los filamentos de las 
nucleoproteínas y por la organización también longitudinal de los filamentos 
subacrosomales se produce en la cabeza del espermatozoide maduro un fuerte efecto de 
birrefringencia. Sólo los núcleos no picnóticos pueden ser birrefringentes (núcleo 
picnótico es aquel que se torna redondo, pequeño y oscuro, en el que no se distingue el 
normal patrón de distribución de la cromatina). Lo mismo ocurre en la cola y en la pieza 
media, por su organización microtubular del axonema y el condrioma, respectivamente 
(86). 
La ventaja de esto es que es un método no invasivo, se puede seleccionar 
espermatozoides birrefringentes para el ICSI, sin que afecte a su viabilidad y movilidad 
y permite identificar células espermáticas con vacuolas, porque el área correspondiente 
carece de birrefringencia (86). 
A 
Haz de luz 
B 
Haz de luz 
Rayo emergente 
Rayo rápido emergente 
Rayo lento emergente Retardancia 
BIRREFRINGENCIA 
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El estudio de Gianaroli confirma que la presencia de birrefringencia en la cabeza del 
espermatozoide puede reflejar el buen estado de salud de la célula espermática, porque 
la proporción del espermatozoide birrefringente varía significativamente en relación con 
la concentración de la muestra, la vitalidad y la movilidad y que a mayor birrefringencia 
menor porcentaje de aneuploidías. Está correlación es directamente proporcional a la 
calidad de la muestra, sugiriendo que en sémenes patológicos con las estructurales 
protoplásmicas alteradas tienen el efecto de la birrefringencia afectado (86).  
No obstante, Damasceno y cols. hicieron un estudio con un microscopio invertido 
polarizado, pero sin adaptarlo al espermatozoide que también mide la birrefringencia, 
ambos grupos coinciden en que el espermatozoide normal posee elevada retardancia 
debido a su fuerte compactación de ADN y su elevada organización molecular, pero, 
estos últimos sometieron a los espermatozoides a luz ultravioletas (UV), dañando por 
tanto su ADN. Midieron la retardancia de  las cabezas de los espermatozoides antes y 
después de la exposición a los UV, observando que se producían elevados cambios 
respecto a esta retardancia y que aumentaba significativamente, comparándolo con los 
valorados antes de la exposición (88). 
Debido a las ideas tan controvertidas de estos grupos son necesarios más estudios al 
respecto, ya que esta estrategia puede proporcionar no sólo una guía criterio para la 
selección del espermatozoide, sino también, una herramienta para entender la fisiología 
espermática, es decir, puede cambiar drásticamente la definición de infertilidad por 
contribuir con información adicional de las condiciones fisiológicas y el potencial en la 
evaluación de rutina del factor humano, así como, la modificación de la técnica de 
preparación del semen (86). 
6.4. MACS 
Pero la piedra angular de este trabajo se basa en la SELECCIÓN CELULAR 
INMUNOMAGNÉTICA O MACS: técnica que fue desarrollada inicialmente por el 
grupo de Glander en Leipzig, Alemania (89,90). La técnica es utilizada ya clínicamente 
con éxito en distintos ámbitos. En el campo de la reproducción inicialmente se utilizó 
para seleccionar y caracterizar a los espermatozoides acrosoma reaccionados, para 
separar distintas células dentro de una población o aislar leucocitos (65), no obstante, 
los mejores ejemplos de su uso clínico vienen dados por el aislamiento de células 
progenitoras raras de sangre de cordón umbilical, y el uso de sangre periférica para 
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sustituir a la medula ósea para el trasplante en pacientes tras quimioterapia o 
radioterapias (91,92). 
- Bases del MACS 
Se basa en el uso de MicroBeads (MB) que son partículas superparamagnéticas de 
aproximadamente 50 nanómetros de diámetro, conjugadas con proteínas o anticuerpos 
(Ac.) específicos para su unión a las células o marcadores de interés, no son visibles en 
el microscopio y son biodegradables.  
Debido al pequeño tamaño de las partículas coloidales se requieren unas columnas con 
recubrimiento acuoso biocompatible de soporte ferromagnético sólido colocado en un 
poderoso imán que ejerce un intenso campo magnético (aproximadamente 1 tesla) en la 
matriz de la columna para separar físicamente las células en función de si están o no 
marcadas. 
Las células unidas con la mínima cantidad de MB quedan retenidas en la matriz de la 
columna, mientras que las células no unidas pasan a través de la columna y pueden ser 
recogidas. Las columnas están especialmente diseñadas para generar este fuerte campo 
magnético y las células unidas pueden posteriormente ser liberadas de la columna 
mediante lavados. Ambas fracciones son separadas con elevada pureza, manteniendo su 
estructura, función óptima y viabilidad (65).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9: Diagrama esquemático de las columnas miniMACS, columnas, soporte sólido que se 
compone de esferas nanométricas de aleación de acero suave. Un campo magnético externo 
magnetiza el soporte sólido que atrae células marcadas magnéticamente (65). 
 
INTRODUCCIÓN 
26 
 
La simplicidad, bajo coste, y sensibilidad a los reactivos inmunoespecíficos son varias 
de las ventajas que ofrece la separación celular magnética. El éxito de esta aplicación 
depende, principalmente, de una estrategia de unión magnética eficiente y específica 
(65). 
Usando esta tecnología podríamos obtener espermatozoides con una calidad superior en 
términos de movilidad, viabilidad y marcadores apoptóticos, como son la reducción de 
la rotura del potencial de membrana mitocondrial (65,93,94), así como, una baja 
incidencia de fragmentación de ADN (95), y un aumento del  potencial de fecundación 
(65). 
Said y su equipo usaron un modelo animal y observaron una mejora en las TRAs, tanto 
de IA como de FIV (65). Dirican y col. reportan que está tecnología es segura y fiable 
también para ICSI utilizando en este caso espermatozoides y ovocitos humanos. 
Además, observan que se aumentan las tasas de división embrionaria, de embarazo 
clínico y bioquímico (65,93) y que se produce una mejora en la supervivencia post-
descongelación (96). 
Otra de las ventajas de esta tecnología es su versatilidad, ya que distintos procesos o 
fenotipos moleculares pueden ser candidatos a ser utilizados como base de la separación 
molecular en espermatozoides aplicando está tecnología, y para ello, deben ser 
marcadores de membrana, y haber estado relacionados con la infertilidad masculina en 
trabajos previos de forma que su presencia sea diferente en espermatozoides de varones 
infértiles versus los fértiles, entre ellos: 
1-Apoptosis: como hemos comentado anteriormente, la PS es un lípido que se encuentra 
en la membrana celular, concretamente en la cara intracelular de la membrana. Está 
muy establecido que uno de los primeros eventos que ocurren en el proceso de muerte 
celular programada o apoptosis, es la externalización de este lípido, es decir, se produce 
una translocación de la PS desde la cara interna a la externa de la membrana plasmática 
de las células (52,65,97).  
En este sentido, la AV presenta ciertas características de interés para evaluar esta 
situación, porque se une específicamente a la PS, pero no es capaz de atravesar la 
membrana. Por ello, esta proteína conjugada con los MB se pueden unir 
magnéticamente a los espermatozoides con la membrana comprometida e identificar 
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aquellos que estén en apoptosis o con el proceso apoptótico iniciado (93), éstos 
quedaran retenidos en las columnas y serán la fracción AV positiva (AV+) y los 
espermatozoides que no estén unidas a las partículas paramagnéticas y que eluyen a 
través de la columna, la fracción AV negativa (AV-) , serán los candidatos a ser 
utilizados como óptimos.  
 2-Ubiquitina: La ubiquitina es una proteína de 76 aminoácidos cuya función principal 
es la de marcar o señalizar otras proteínas destinadas a la degradación. La 
ubiquitinación es un mecanismo universal para el reciclaje de proteínas, por el cual los 
sustratos defectuosos son marcados por el acoplamiento covalente de una o más 
moléculas de ubiquitina (38).  
No obstante, Muratori y col.  encontraron una correlación positiva entre los porcentajes 
de ubiquitina en semen y los parámetros seminales, especialmente con la morfología, 
sugiriendo que la ubiquitinación podría tener un papel positivo en la función 
espermática.  
Es posible que se dé un patrón diferente de distribución de esta proteína en 
espermatozoides con morfología normal y anormal (98), de hecho la ubiquitina de la 
superficie del espermatozoide es la única que se relaciona con la fertilidad (99-101). 
Elevados valores de ésta se correlacionan inversamente con la cantidad y movilidad de 
los espermatozoides y es proporcional al número de formas anormales (100), siendo 
mayor el número de defectos en la cabeza o en el axonema (102).  Estos se han 
encontrado en hombres con síndromes de infertilidad heredable (103), y en varios casos 
de infertilidad idiopática (38,99,100), por ende, se asocia a mala calidad espermática. 
Con el uso de Ac. monoclonales específicos unidos a los MB es posible separar los 
espermatozoides con ubiquitina en su superficie, a través de una selección negativa, ya 
que quedarán unidos magnéticamente en la columna (al igual que con la AV). Los que 
no quedan retenidos son los candidatos a tener una mayor calidad (101). 
3-AH: este ácido es un polisacárido de tipo glucosaminoglucano con enlaces beta y se 
ha relacionado con la maduración espermática. Se encuentra presente en la zona 
pelúcida de los ovocitos y será hidrolizado por la enzima hialuronidasa de los 
espermatozoides para facilitar su entrada en el gameto femenino (104). Además, se ha 
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demostrado que la presencia de AH en el medio aumenta la velocidad espermática y 
mantiene a largo término la movilidad y viabilidad del eyaculado fresco (37).  
Los efectos de este polisacárido parecen estar mediados por su receptor. Se están 
realizado muchas investigaciones utilizando los receptores maduros, aunque hasta el 
momento, solamente se ha descrito el uso del método PICSI® basado en una placa 
impregnada en hialuronato que mide la capacidad de unión a ella de los 
espermatozoides funcionalmente competentes. La unión al AH ocurre en 8-10 minutos, 
en la base de la placa se inmovilizan los espermatozoides maduros, y la frecuencia de 
batido de cola es superior en estos frentes aquellos que no se han unido. Mediante una 
micropipeta podemos coger los espermatozoides retenidos en la base de la placa estos 
pueden ser utilizados para el ICSI (105).  
 
Figura 10: PICSI ® 
Los resultados obtenidos son muy comprometidos y algunos autores han visto en éstos 
una menor tasa de aneuploidías, ausencia de fragmentación de ADN, ausencia del 
marcador de apoptosis caspasa-3, ausencia de retención citoplásmica (asociada a la 
producción de radicales libres, y, por tanto, daño celular), así como la ausencia de 
histonas persistentes. Todo ello indicador de buena salud espermática y, además, 
sugieren que los espermatozoides seleccionados por PICSI® aumentan la tasa de 
embarazos clínicos, reduciendo los abortos (37,105). Aunque otros autores no 
encuentran diferencia significativa entre realizar la selección a través del PICSI ® o 
hacer un ICSI de manera tradicional (104). 
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La posibilidad de seleccionarlos mediante inmunoseparación permite la posibilidad de 
analizar la influencia de los diferentes receptores del AH, que son CD44 (HCAM), 
TLR-2 y TLR-4 (toll-likereceptors 2 y 4) e intentar un enriquecimiento de los 
espermatozoides con las características fisiológicas más apropiadas, para posteriormente 
utilizarlos en reproducción asistida. La selección sería positiva, ya que los 
espermatozoides que nos interesan son los que expresan los receptores de AH y serían 
marcados, bien con Ac. anti receptores de AH y con MB, o bien con la molécula de AH 
unida a MB, pero de ambas maneras quedarían retenidos en la columna. Una vez 
recogida la fracción negativa, eluiríamos la inmunomarcada y tendríamos los 
espermatozoides maduros. Aunque todavía no hay publicaciones científicas que hayan 
demostrado su uso clínico en este sentido.   
También, se está estudiando la posibilidad de observar por la técnica del IMSI los 
espermatozoides que tengan expresados los receptores de AH. A pesar de que existen 
pocos datos la idea de estar indicado para seleccionar los espermatozoides maduros es 
interesante (67).  
4. Factor de activación plaquetario (PAF): el PAF es un fosfolípido señalizador con 
propiedades biológicas pleiotrópicas y juega un papel significativo en la reproducción, 
ya que está presente en los espermatozoides, teniendo una correlación positiva con la 
movilidad y con el embarazo (106,107) y puede ser un biomarcador de la capacitación 
espermática (108).  
A pesar de que el mecanismo exacto no está claro, se ha demostrado en varias especies 
que el PAF puede influir en la función espermática debido a su efecto en la movilidad, 
capacitación, reacción acrosómica y fecundación (109). 
 La presencia de receptores PAF es un requisito necesario para que esta vía fisiológica 
sea efectiva y se ha hipotetizado que la ausencia de estos receptores son los 
responsables de los malos resultados en las TRA (107). 
El patrón de distribución es significativamente distinto entre los receptores de 
espermatozoides normales y anormales. También, existen claras diferencias entre las 
concentraciones de PAF y los receptores en hombres fértiles e infértiles sugiriendo que 
los espermatozoides inmóviles contienen más PAF que los móviles debido a la pobre o 
inexistente actividad de los receptores de PAF (110).  
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Utilizando los Ac. específicos de estos receptores conjugados con las esferas 
inmunomagnéticas, podemos seleccionar positivamente a los espermatozoides con 
presencia de receptores de PAF y, por tanto, de aumentar las tasas de éxito de las TRA. 
- Metodología del MACS 
El protocolo combina 2 técnicas diferentes con el fin de aumentar los resultados de las 
TRAs.  
• La primera, el swim up para recuperar aquellos espermatozoides con elevada 
movilidad.  
• La segunda, el MACS marca magnéticamente aquellos espermatozoides que 
expresen el marcador de membrana que estemos estudiando, como PS, 
ubiquitina, receptores PAF… 
Así pues, combinando la ventaja de ambas preparaciones la estándar y la molecular 
podremos obtener espermatozoides con elevada calidad y elevado poder de 
fecundación.  
7. Incubador dotado de Sistema Time-Lapse. 
Los sistemas de evaluación discreta evalúan la morfología embrionaria en ciertos puntos 
predefinidos del tiempo durante el desarrollo embrionario con la consiguiente falta de 
información acerca de lo que ocurre entre los tiempos analizados (111). Una evaluación 
continua o semi-continua del desarrollo embrionario proporcionaría una visión conjunta 
de la cinética de su desarrollo. 
Así, conocer de manera exacta el tiempo en el que ocurre cada uno de los principales 
hitos del desarrollo embrionario solventaría la ausencia de información entre los 
diferentes puntos de observación que se llevan a cabo en la evaluación morfológica 
discreta. Es por esto que surge un nuevo sistema no invasivo de evaluación de la calidad 
embrionaria basada en la monitorización del desarrollo embrionario, TMS.  
El TMS ofrece la posibilidad de monitorizar el desarrollo embrionario, mediante la 
toma de imágenes de cada uno de los embriones en un tiempo predefinido, 
incrementando así la cantidad y calidad de la información disponible sobre la cinética 
de los embriones (112), pudiendo identificar nuevos marcadores de calidad embrionaria.  
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En estos sistemas, las muestras  biológicas se cultivan directamente en un incubador que 
lleva asociado un dispositivo de captura imágenes a intervalos de tiempo pre-
programados, las cuales serán posteriormente procesadas y transformadas en una 
secuencia de vídeo, a partir de la cual se podrán extraer datos morfológicos, dinámicos y 
cuantitativos (113). De este modo, se ven incrementados de manera considerable los 
datos y las observaciones morfológicas disponibles para que los embriólogos 
determinen la calidad de los embriones y seleccionen aquellos con mayor potencial de 
implantación. Esta técnica ofrece la posibilidad de controlar los embriones de forma 
segura sin alterar de las condiciones idóneas de cultivo (114).  
La tecnología TMS es materializada con el EmbryoScope ®: un incubador diseñado por 
la empresa Vitrolife (Dinamarca), que permite llevar a cabo un método no invasivo, 
cuantitativo y objetivo de valoración de la morfocinética embrionaria. Meseguer et al. 
(111) analizaron el efecto de estos sistemas sobre la viabilidad de los embriones, 
demostrando la superioridad del sistema en cultivo continua (EmbryoScope®) sobre las 
tasas de gestación e implantación y en comparación con los incubadores 
convencionales.  
El EmbryoScope® permite determinar el comienzo, duración e intervalos de tiempo 
entre divisiones celulares, además de proporcionar unas condiciones seguras para el 
cultivo del embrión a la vez que aumentan en gran medida el número de observaciones 
disponibles para llevar a cabo un estudio completo del desarrollo embrionario. 
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El objetivo principal de la presente tesis es evaluar la influencia de la selección 
inmunomagnética de espermatozoides no apoptóticos en las diferentes TRA como 
método de mejora de los resultados de éstas. 
Para ello se abordan los siguientes objetivos específicos: 
1. Estudiar cómo afecta el MACS en la calidad espermática: 
• Espermiograma 
• Oxidación y fragmentación del ADN y su relación con el éxito de los 
procedimientos en reproducción asistida. 
2. Evaluar la influencia de la selección de espermatozoides no apoptóticos en el 
éxito reproductivo y su relación con la tasa de fecundación, tasa implantación, 
tasa de gestación y tasa de RNV y calidad embrionaria (morfología y 
morfocinetica). Para este objetivo realizaremos tres diseños de estudio; 
• Estudio de cohortes ovocitarias  
• Estudio prospectivo aleatorizado:  
- Inseminación artificial 
- ICSI con donación de ovocitos 
• Análisis detallado de la calidad embrionaria mediante TMS 
3. Validar la seguridad y eficiencia de la técnica estudiando el efecto de la 
aplicación clínica de MACS en los resultados obstétricos y perinatales de los 
RNV. 
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Basándonos en los trabajos y conocimientos previos acerca de la infertilidad masculina 
y la apoptosis como uno de los factores moleculares que pueden influir en ella, nos 
hemos planteado como hipótesis de partida que eliminando los espermatozoides 
apoptóticos de muestras de semen de pacientes infértiles mejoraríamos la calidad de las 
mismas así como las tasas de éxito en las diferentes TRA en las que se utilizaran sin 
ningún efecto deletéreo sobre la salud de los RNV. 
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1. Lugar de ejecución. 
Laboratorio de fecundación in vitro y laboratorio de andrología del Instituto 
Universitario, IVI Valencia. 
El Centro de Investigación Príncipe Felipe. 
El proyecto está financiado por CDTI (Centro para el Desarrollo Tecnológico 
Industrial) con identificación IMIDTG/2008/24. 
2. Población de estudio. 
La población objeto de estudio son varones infértiles que asisten voluntariamente a una 
clínica de infertilidad para someterse a TRA. Es a partir de estos pacientes que se 
obtienen las muestras de semen procedente de eyaculado para ser procesadas y 
utilizadas en las técnicas de reproducción asistida que corresponda a tal caso. 
La población de referencia la constituyen todas las pacientes estériles entre 30 y 45 años 
con indicación de fecundación in vitro y que se sometan a un ciclo de IAH o un ciclo de 
donación de ovocitos con un ciclo hormonal sustituido y por consiguiente pacientes en 
las que se genere una cohorte embrionaria.  
El proyecto fue aprobado por el comité ético de investigación clínica del Instituto 
Universitario IVI Valencia. Todos los individuos que formaron parte del estudio 
expresaron su voluntad de participar mediante la firma del correspondiente 
consentimiento informado.  
En el caso de someterse a un ciclo de donación de ovocitos los gametos donados fueron 
reclutados a partir de jóvenes menores de 35 años de edad. Estas jóvenes voluntarias 
incentivadas por razones altruistas donan sus ovocitos, en el marco de lo dictado en la 
Ley Española de Reproducción Asistida, manteniendo el secreto profesional con 
respecto a las identidades de las donantes y receptoras. Antes de convertirse en 
donantes, todas estas mujeres estaban plenamente informadas y dieron por escrito el 
correspondiente consentimiento firmado para la utilización de sus gametos, como se 
indica en la ley. Se le aplicaron los análisis de sangre de manera periódica los cuales 
incluyen la detección de: antígeno de superficie de para la hepatitis B (VHB), virus de la 
inmunodeficiencia humana (VIH)-1y -2, Anti-virus de la hepatitis C (VHC), anti-herpes 
simple virus (VHS) -1 y -2, Sífilis, Chlamydia y anticuerpos contra Citomegalovirus 
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(CMV).  Además, las mujeres incluidas en este programa, se les estudia la presencia de 
antígeno-anticuerpos contra el VIH (DUO) y anticuerpos contra la Rubéola y 
Toxoplasma. Cultivos microbiológicos se realizaron para descartar la presencia de  
Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Ureaplasma y Mycoplasmahominis. 
Todos los resultados positivos obtenidos en los mencionados análisis condujeron 
directamente a la terminación de las donaciones conjuntamente con la asesoría médica 
apropiada para cada caso. 
3. Recogida de muestra y procesamiento. 
Las muestras de semen se obtienen exclusivamente por masturbación después de un 
periodo de abstinencia sexual comprendido entre 2 y 7 días, tal y como aconseja la 
OMS. Se recogieron en frascos de policarbonato de boca ancha, para luego ser 
trasladadas al laboratorio para su procesamiento lo antes posible, ya que no deben 
transcurrir más de 45-60 minutos desde su recolección hasta su procesamiento. 
3.1. Espermiograma 
Los eyaculados se licuaron a 37ºC. y al 5% de CO2 durante 30 min., transcurridos los 
cuales se realizó el espermiograma que consta de una análisis macroscópico y 
microscópico del semen (115). 
• Análisis macroscópico: 
Licuefacción: cuando se obtiene la muestra, ésta presenta un estado de coagulación, 
por lo que necesita licuarse para proceder a su estudio. Una muestra de semen se 
considera normal cuando se licua en aproximadamente 20-30 minutos a temperatura 
ambiente tras su recogida, es importante no evaluar la concentración ni la movilidad de 
los espermatozoides en la muestra hasta que esta licuefacción no concluya. Si la 
licuefacción no se produce en este tiempo, puede indicar algún tipo de disfunción a 
nivel de la próstata. El eyaculado, de forma espontánea, se condensa al poco tiempo de 
ser expulsado. Gracias a la fibrinilisina secretada por la próstata se consigue que se 
licue, pero puede darse el caso de que el semen no condense. Esto se debe a problemas 
de secreción de la vesícula seminal, que es la que contiene sustrato para que el 
eyaculado condense. 
Aspecto: La muestra se examina inmediatamente después de la licuefacción, sin 
dejar que transcurra más de una hora desde su obtención hasta su examen.  
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El aspecto del eyaculado se determina en función a su color, opacidad/transparencia, y 
la presencia de cuerpos mucosos o gelatinosos. El semen humano es normalmente un 
fluido homogéneo opalescente-blanquecino-grisáceo. 
Volumen: es aportado por las vesículas seminales, la glándula prostática, y en menor 
medida las glándulas bulbo uretrales, se mide tras su licuefacción, en un tubo graduado 
que no contenga plásticos tóxicos. Se debe utilizar un material estéril. 
pH: representa el balance entre los diferentes valores de pH de las secreciones 
accesorias y se mide normalmente con tiras de pH (colorplast de Merck 6,5-10,0). 
• Análisis microscópico 
Durante el estudio microscópico inicial de la muestra de semen se evalúa la 
concentración, movilidad, aglutinación y morfología de los espermatozoides. Así como 
la presencia de otros elementos celulares, como leucocitos o células germinales 
inmaduras. 
Una vez la muestra está completamente estabilizada, una gota de 10 µl de ésta se coloca 
en una Cámara Makler (Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel). La preparación se 
examinará a un aumento de 20x en microscopio de contraste de fases en un total de 10 
filas o columnas, por triplicado, y multiplicando la media por un factor de conversion 
determinado (dependiendo de la cámara utilizada), que dará como resultado la 
concentración de espermatozoides (millones de espermatozoides por mililitro de 
eyaculado) y cantidad total en el eyaculado (millones de espermatozoides por el 
volumen de eyaculado). Siendo estos parámetros críticos en la evaluación de la calidad 
de un eyaculado. Los valores normales se describen en la Tabla 1.  
 
                                            
Figura 11: Cámara Mackler. 
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Movilidad: el ensayo de la movilidad se realiza lo antes posible, el cual se hace 
solamente de los espermatozoides libres y no de los que estén agregados entre sí o con 
otras células. Se lleva a cabo el recuento de los espermatozoides móviles e inmóviles en 
varios campos seleccionados al azar. Se deben contar  al menos 100 espermatozoides 
por replica. Siendo, espermatozoides progresivos los que se desplazan de forma 
rectilínea y rápida, los espermatozoides no progresivos los que se mueven, pero no 
cambian de posición, giran sobre su mismo eje y los espermatozoides inmóviles, 
aquellos que no se mueven. 
Morfología: se estudia en extensiones teñidas. La tinción empleada en este estudio es la 
de hemacolor (Merk). 
Protocolo: 
Se prepara una extensión con 5µl de semen y se deja secar; seguidamente se pasa 
durante 5 segundos por cada uno de los tres reactivos de la tinción: 
   
a) Solución fijadora: metanol 
b) Solución de eosina 
c) Solución de Thiazina 
 
Figura 12: Tinción hemacolor. 
 
Se lava por último en agua destilada para quitar los restos de colorante y se deja secar a 
temperatura ambiente. Posteriormente, se observa con objetivo de 100X para proceder a 
la clasificación de los espermatozoides según el criterio estricto de Kruger. Se cuentan 
100 espermatozoides y el valor se expresa en porcentajes, evaluando los 
espermatozoides normales, espermatozoides con anomalías de cabeza, pieza media y 
cola.  
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Figura 13: Representación de la morfología espermática normal y anormal. 
 
Aglutinación: La adherencia entre espermatozoides inmóviles, entre móviles y cualquier 
célula no espermática, se considera una aglutinación no específica y deberá ser 
reportada como tal.  La presencia de una aglutinación severa puede afectar la evaluación 
de la motilidad y la concentración.  
La búsqueda de aglutinación se hace con aumento de 10x, observando al menos 10 
campos. Si se observan grupos de espermatozoides se deberán analizar a 40x, con el fin 
de discriminar entre aglutinación y agregación.  
Vitalidad: podrá ser determinada en todas las muestras, pero es especialmente 
importante en aquellas que presenten menos de una 40% de espermatozoides móviles 
progresivos. El porcentaje de espermatozoides vivos se evalúa mediante la 
identificación de aquellos con una membrana celular intacta a través de la expulsión del 
colorante o mediante el test hiposmótico. El test de vitalidad se deberá realizar tan 
pronto se complete la licuefacción, preferiblemente a los 30 minutos, pero en ningún 
caso más allá de una hora para no afectar la prueba con los cambios de temperatura o la 
deshidratación. Es clínicamente importante conocer si los espermatozoides inmóviles 
están vivos o muertos. Así como, también, determinar la presencia de una gran cantidad 
de espermatozoides vivos, pero inmóviles puede ser reflejo de defectos estructurales en 
el flagelo.  
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Tabla 1. Valores normales de referencia según la OMS 2010 de las características seminales. 
 
3.2. Preparación seminal 
Todas las muestras fueron preparadas a través de la capacitación espermática mediante 
swim up combinada con la tecnología del MACS. 
El swim up se basa en la capacidad que tienen los espermatozoides con movilidad 
progresiva de avanzar en un medio de cultivo adecuado, también denominado 
“capacitación espermática”.  
El protocolo a seguir es el siguiente (116): 
Se coloca el eyaculado en un tubo Falcon ® (Becton Dickinson, USA) de 13 ml y se 
añade Gamete Medium (Cook, Australia) en proporción 1:2 ó 1:3; se centrifuga 10 
minutos a 600g y se decanta con cuidado. Una vez decantado, se le añade al pellet o 
sedimento (a partir de ahora al sedimento espermático lo llamaremos “pellet”) entre 0,5 
- 1ml de Fertilization Medium (Cook, Australia), dejándolo resbalar cuidadosamente 
por las paredes. 
Posteriormente, se coloca el tubo en el incubador con 45º de inclinación durante 45 
minutos a 37 °C; allí los espermatozoides móviles migran desde el pellet hacia el medio 
de cultivo. Cuando pasa este tiempo, se aspira cuidadosamente el sobrenadante que 
contiene los espermatozoides móviles que han ascendido.  
La muestra capacitada está lista para llevar a cabo la inseminación de la paciente o la 
inseminación de los ovocitos obtenidos, en función de la técnica requerida, 
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manteniéndose en el incubador a 37 ºC y 5.5% de CO2 hasta el momento justo de la 
inseminación. 
 
Figura 14: Procedimiento de capacitación espermática mediante la técnica de swim up. 
No obstante, en este estudio es en esta fracción capacita es donde se procederá a realizar 
la técnica de MACS que marca magnéticamente aquellos espermatozoides que expresen 
el marcador de membrana que estemos estudiando. 
En el caso de la apoptosis, la externalización de la PS (encontrada en condiciones 
normales en la cara interna de la membrana), entre otros, es considerada nuestro 
marcador apoptótico (52,65,97).  
En el grupo de estudio, la fracción post swim up (la capacitada) es incubada 10 min a Tª 
ambiente con AVMB (MiltenyiBiotec, GmbH, BergischGladbach, Germany). Se 
incuban 10 µl of AVMB y 90 µl de medio por cada 10 millones de espermatozoides.  La 
suspensión de semen/MB es introducida en la columna de separación compuesta por 
esferas de hierro que está sujeta al imán (MiniMACS; MiltenyiBiotec).  
Como hemos explicado anteriormente, la AV presenta ciertas características de interés 
para evaluar esta situación, porque se une específicamente a la PS, pero no es capaz de 
atravesar la membrana. Por ello, esta proteína conjugada con los MB se pueden unir 
magnéticamente a los espermatozoides con la membrana comprometida e identificar 
aquellos que estén en apoptosis o con el proceso apoptótico iniciado (65). La fracción 
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que contiene los espermatozoides apoptóticos queda retenida en la columna de 
separación y es denominada AV positiva y los espermatozoides que no estén unidas a 
las partículas paramagnéticas y que eluyen a través de la columna, la fracción AV-, 
serán los candidatos a ser utilizados como óptimos, y es la fracción que finalmente está 
lista para llevar a cabo la  inseminación de la paciente o la inseminación de los ovocitos 
obtenidos, en función de la técnica requerida, manteniéndose en el incubador a 37 ºC y 
5.5% de CO2 hasta el momento justo de la inseminación. 
Después retiramos la columna del imán y añadimos medio para recuperar la fracción 
que ha quedado pegada, mediante presión realizada con el émbolo obtenemos la 
fracción positiva, AV+, o con células marcadas. Ambas fracciones mantiene su 
viabilidad y función celular.  
El método clásico de evaluar la viabilidad del espermatozoide es determinar el 
porcentaje de movilidad progresiva en el microscopio, es un método indirecto de 
evaluar la actividad metabólica. 
 
 
Figura 15: Esquema de la externalización de la PS en la célula y su paso a través del MACS. 
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4. Estudios. 
4.1. Estudio de la calidad seminal 
4.1.1. Espermiograma 
Designamos un estudio en el que con 39 muestras en el grupo control y 43 en el grupo 
de estudio, describimos el efecto de la selección espermática con swim up y MACS 
sobre la calidad espermática, y la cuantificación en cuanto al número de 
espermatozoides perdidos durante el procedimiento. 
El grupo control fue preparado mediante swim up y el grupo control después del swim 
up se le aplicó el MACS basándonos en la incubación de AVMB para eliminar aquellos 
espermatozoides apoptóticos, AV+. 
El único criterio de inclusión fue que las muestras de semen presentaran más de 3 
millones de móviles progresivos después del swim up. 
 
 
Figura 16: Representación esquemática de la técnica utilizado en cada grupo; A) grupo 
control, después del swim up realizamos la cuantificación. B) grupo MACS, realizamos ambos 
protocolos, y después contamos las 2 fracciones, la fracción que fluye y la que queda retenida 
(retirándola del imán y haciéndola fluir). 
4.1.2 Oxidación y fragmentación del ADN 
Previamente a la aplicación de las técnicas de selección realizamos un estudio de 
viabilidad y calidad encaminado a demostrar la seguridad que esta técnica ofrece 
mediante el estudio de la eficiencia de la separación inmunomagnética, a través del 
estudio de la fragmentación del ADN mediante el test del SCD y mediante el estudio de 
la oxidación del ADN mediante la citometría de flujo.  
Eficiencia de separación inmunomagnética: 
MATERIAL Y MÉTODOS 
52 
 
Realizamos la comprobación de que la técnica del MACS combinada con el swim up 
funcionaba, para ello en 10 muestras de donante fértil realizamos la capacitación, la 
incubación con la AVFITC y la separación por la columna, obteniendo las 4 fracciones 
que posteriormente llevamos al citómetro del flujo. Incubamos cada fracción de semen 
15 min a Tº ambiente y oscuridad con 100 µL binding buffer stock solution (Miltenyi 
Biotec) y 10 µL de AV-FITC. 
Fragmentación a través del ensayo del SCD. 
Con el objetivo de eludir las limitaciones de otras pruebas, la SCD, ha sido diseñada por 
Fernández y colaboradores en 2003 (48).  
Es una prueba simple, económica y fiable que determina la susceptibilidad del ADN 
espermático a la desnaturalización por ácido. Se basa en el principio de que los 
espermatozoides con DNA fragmentado no producen el característico halo de dispersión 
en el ADN que se observa en los espermatozoides con ADN no fragmentado, una vez 
que el ácido haya desnaturalizado y se hayan eliminado las proteínas nucleares.  
Los espermatozoides intactos están inmersos en una matriz de agarosa en una lámina, 
tratados con una solución ácida para desnaturalizar el ADN que contienen, y luego son 
tratados con tampón de lisis para eliminar las membranas y proteínas. La matriz de 
agarosa permite trabajar con los espermatozoides no fijados en la lámina sino en 
suspensión. Usando microscopía de campo claro como de fluorescencia, este ensayo 
permite detectar los núcleos de espermatozoides con fragmentación del ADN ya que no 
producen o generan halos muy pequeños de dispersión, mientras que los 
espermatozoides con bajos o nulos niveles de fragmentación de ADN, la liberación de 
sus bucles forma grandes halos.  
Dentro de las ventajas de la técnica está el hecho que la interpretación no requiere 
evaluar color o la intensidad de fluorescencia, ni  la presencia de un equipo complejo 
(43,117). 
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Figura 17: Test SCD: patrones de la dispersión de la cromatina en los espermatozoides. 
 
Se analizan 35 pacientes sometidos a TRA. Analizamos los espermatozoides de 
muestras obtenidas a partir de las fracciones antes y después de la capacitación por 
swim-up y de la fracción después de aplicar la separación inmunomagnética, tanto la 
fracción negativa como la positiva.   
Oxidación:  
Se analizan 54 pacientes sometidos a TRA. Se analizan los espermatozoides, de 
muestras de semen obtenidas por eyaculación, antes y después de su capacitación por 
swim-up y después de aplicar la separación inmunomagnética. En ellos se estudia el 
daño oxidativo a través de la formación de 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG), 
utilizando el kit OxyDNA, conjuntamente con el uso de la citometría de flujo.  
Medición de la 8-OHdG por citometría de Flujo 
La prueba OxyDNA (OxyDNAassay kit, Calbiochem, Barcelona, España) está 
basada en la unión directa de una sonda fluorescente a porciones de 8-oxoguanina en el 
ADN de células fijadas. El 8-OHdG es un producto importante de la oxidación por 
estrés oxidativo y a la vez un indicador del daño al ADN in vitro.  La fluorescencia fue 
cuantificada usando citometría de flujo. En cada una de las muestras a estudiar, tanto del 
semen en fresco como en el capacitado, como en las fracciones post MACS las células 
espermáticas fueron lavadas 2 veces en PBS, luego fijadas y permeabilizadas con etanol 
al 70% mantenido previamente a -20 ºC. Las células en suspensión fueron almacenadas 
hasta 2 semanas a -20 ºC. Posteriormente las mismas fueron centrifugadas a 230 g 
durante 5 min., se descartó el sobrenadante y se lavó 2 veces en PBS. Luego, fueron 
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resuspendidas en 3 ml de Solución de Lavado (Tampón Tris-Salino/TWEEN® 20 
Detergente (TBST), contiene Timerosal), centrifugadas a 230 g durante 5 min., 
descartando nuevamente el sobrenadante y bloqueando los sitios de unión no-
específicos con 50 µl de Solución de Bloqueo (provisto por el kit y preparado al 
momento de su adición) durante 1 hora a 37 ºC. Seguidamente se añadieron 3 ml de 
Solución de Lavado, se repitieron 2 lavados más, descartando el sobrenadante con 
mucho cuidado y el pellet obtenido se incubó durante toda la noche con 100 µl del AC 
monoclonal conjugado con FITC a 4 ºC. Posteriormente, las muestras se lavaron 2 
veces (Solución de Lavado) y las células fueron resuspendidas en 2 ml de PBS, y se 
mantuvieron en la oscuridad y en hielo hasta resuspender en fluido en el FACS 
(Fluorescence-Activated Cell Sorter) o citómetro de flujo para su análisis. El posterior 
análisis se realiza por citometría de flujo en un Epics Elite FlowCytometer (Coulter 
Cytometry, Hialeah, FL) usando un láser de ión-argón a 488 nm y 15 mW. Se 
almacenaron al menos 10000 eventos por muestra. Los datos se expresaron en forma de 
porcentaje de células teñidas (comparados con controles negativos) e intensidad de 
fluorescencia medida como FAU (unidad de fluorescencia arbitraria) (118) (figura 20). 
 
 
 
 
 
 
Figura 18: Medición de 8-OHdG por citometría de flujo. 
4.2. MACS y éxito reproductivo 
4.2.1 Estudio de cohorte 
 
 Pacientes: 
 
 oxidación 
 
Radicales 
Libres 
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Designamos un estudio prospectivo de cohortes con ovocitos (n=406) de donantes sanas 
(n=30) que donaban a pacientes que iban a someterse a procedimiento de ICSI entre 
noviembre 2009 y enero del 2010.    
Concretamente, realizamos un estudio piloto con 30 muestras de semen, cada muestra se 
divide en 2, en una se aplicará el método de selección y el otra no (control) para estudiar 
la eficacia de la técnica sin perjudicar el ciclo. 
 Criterios de inclusión 
- Mujeres: menos de 45 años, con índice de masa corporal (IMC) menor de 30kg/m2, 
que se someten a su primer ICSI con donación de ovocitos y el transfer se realiza las 
siempre 72 horas después de la recuperación ovocitaria.  
- Todas las muestras seminales presentan más de 1 millón de espermatozoides móviles 
después del swim up. 
- Las donantes se incluyen en el programa después de ser informadas y cumplir los 
siguientes criterios de inclusión, tener entre 18-35 años, confirmar que están sanas tanto 
física como ginecológicamente, no tener enfermedades genéticas o cromosómicas, tener 
un cariotipo normal y estar testadas para las enfermedades de transmisión sexual (119). 
 Estimulación óvarica en donantes. 
Todas las donantes reciben tratamiento oral con anticonceptivos 1-2 meses para la 
sincronización del ciclo previo a la estimulación.  
Utilizamos el protocolo con antagonistas de la GnRH en el cual se administra los días 2 
y 3 del ciclo dosis de 150-300 UI/día s.c de FSH recombinante (Gonal-F®, Madrid, 
Spain; Puregon®; MSD, Madrid, Spain). Cuando el folículo dominante alcanza los 14 
mm se administra una dosis de 0.25 mg de antagonista de la GnRH una vez al día s.c 
(Gonal-F®, Madrid, Spain; Puregon®; MSD, Madrid, Spain). Una única dosis de 
triptorelina 0.2 ml se administra vía intramuscular (Decapeptyl R);IpsenPharma, 
Barcelona, España) para la maduración ovocitaria final cuando al menos 3 o más 
folículos han alcanzado un tamaño medios de ≥ 18 mm (120). 
 Preparación endometrial en receptoras 
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  El protocolo usado para la preparación endometrial de las receptoras ha sido 
anteriormente publicado  (116,121,122).  
 Las pacientes con función ovárica activa se desensibilizan con una única 
administración intramuscular de triptorelina 3.75 mg depot (Decapeptyl 3.75 mg; Ipsen-
Pharma, Barcelona, Spain) administrada entre 18-21 días del ciclo previo. La 
sustitución de estrógenos se inicia en el día 3-5 del nuevo ciclo de menstruación, 
después de confirmar la quiescencia ovárica y un determinado grosor endometrial 
mediante ecografía transvaginal. 
Se administra (vía oral) valeraniato de Estradiol, la cantidad administrada es de 2 
mg/día (Progynova; Schering, Madrid, Spain) durante los 8 primeros días, 
incrementándose a 4 mg/día durante los 3 días posteriores, finalmente se aumenta la 
dosis a 6 mg/día hasta el momento del test de embarazo. El grosor del endometrio ha 
sido considerado como un importante factor pronóstico para el resultado del 
tratamiento. En ciclos de donación de ovocitos se ha observado y publicado una 
correlación entre el grosor endometrial y el resultado del ciclo (123-125). En algunos 
laboratorios, la suplementación con progesterona no se empieza si la línea endometrial 
es más fina de 9 mm o más gruesa de 12 mm (126). En nuestra experiencia el grosor 
endometrial no es un factor determinante en el pronóstico del ciclo. Incluso  
endometrios finos (<7 mm) tuvieron buenas tasas de gestación e implantación, sin 
ningún incremento en la tasa de aborto (122). Únicamente el ciclo se cancela en casos 
de sangrado vaginal de la receptora durante la administración del valeraniato de 
estradiol (127).  
Una vez comprobada la fecundación, las pacientes inician la administración de 
progesterona (P) intravaginal micronizada (Progeffik, Laboratories Effik S.A., Madrid, 
Spain), con una dosis diaria de 800 mg/día, continuando con esta dosis al menos hasta el 
resultado del embarazo (128). Cuando el test de embarazo es positivo, la administración 
de valerianato de E2 y de P micronizada continua hasta 80 días después del test de 
embarazo. 
 Preparación del semen: 
Las muestras de semen se preparan por swim up (descrito anteriormente) y 
seguidamente, cada muestra de semen se divide en 2 alícuotas, la de control y la de 
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estudio. En esta última se aplica el MACS (grupo estudio) donde incubamos la muestra 
(10 minutos, a temperatura ambiente) con 10µl de ANMB (MiltenyiBiotec, GmbH, 
BergischGladbach, Germany) y 90 µl de medio de capacitación. La suspensión 
espermatozoides/MB se pasa por la columna. Aquellos espermatozoides que se unan a 
la AV se quedarán retenidos en la columna. Obtenemos dos fracciones: la que eluyen, 
que es la fracción negativa, formada por los espermatozoides óptimos, aquellos que no 
sea apoptóticos y tengan la membrana integra y serán utilizados para microinyectar, y la 
fracción positiva, donde se encuentran los espermatozoides unidos a la AVMB, son los 
apoptóticos.  
 Obtención de ovocitos: 
La punción folicular se lleva a cabo 36 horas después de administrar la hCG para 
completar la maduración ovocitaria. Se realiza bajo sedación, mediante ecografía 
guiada, y en un quirófano contiguo al laboratorio de FIV, con el fin de que el traslado de 
los tubos al laboratorio sea lo más rápido posible. Los tubos con el líquido folicular se 
mantienen a 37ª C mediante bloques térmicos calefactados. Una vez en el laboratorio se 
siguen los siguientes pasos: 
• Verter el líquido folicular sobre las placas petri precalentadas. 
• Buscar los ovocitos mediante inspección directa del líquido de la punción, 
siempre con el objetivo de menor aumento (8-10x) con el fin de obtener un 
mayor campo visual. 
• Una vez localizado el ovocito, aspirar un poco de medio tamponado con una 
pipeta Pasteur, recoger el ovocito y depositarlo en una placa de lavado. 
• Si el ovocito se encuentra adherido a un coágulo de sangre, proceder a 
eliminarlo con la ayuda de agujas y jeringas de insulina 
 Decumulación de ovocitos: 
Una vez obtenidos los ovocitos tras la aspiración folicular, los complejos corona-
cúmulo-ovocito se lavan en Medio Gamete (Cook, Australia). Después del lavado, los 
ovocitos rodeados de las células de la granulosa, son cultivados en Medio Fertilization 
(Cook, Australia) al 5.2% CO2 y 37ºC durante 3-4 horas, antes del proceso de 
decumulación. La decumulación de las células de la granulosa consiste en la 
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eliminación de las células de alrededor del ovocito mediante acción mecánica ayudados 
por una enzima, mediante pipeteado en Medio Fertilization (Cook, Australia) al 50% 
con la enzima hialuronidasa 40IU/mL (Sage IVF, Biocare Europe). La decumulación de 
los ovocitos es necesaria por 2 cosas: primero para comprobar el grado de madurez de 
éstos, y segundo, para llevar a cabo la microinyección, es decir, para poder sujetar al 
ovocito e inyectar el espermatozoide. 
 ICSI en ovocitos donados 
Un total de 339 ovocitos donados MII fueron microinyectados por ICSI, como 
previamente se describe (129). La microinyección con espermatozoides seleccionados 
por MACS o espermatozoides control se llevó a cabo como sigue: Previo al ICSI, los 
ovocitos fueron localizados en gotas individuales de cultivo. En el caso de pacientes con 
número de historia impar, los ovocitos de la primera mitad de las gotas de cultivo 
fueron microinyectados con espermatozoides seleccionados (grupo de estudio) y la otra 
mitad con semen control. En caso de que fuera par el historial médico se 
microinyectarían al revés. Cuando el total de ovocitos para ser microinyectados es 
impar, la mitad de la cohorte +1 fue microinyectado con espermatozoides del semen 
control. 161 ovocitos fueron microinyectados con espermatozoides seleccionados por 
MACS, mientras que 178 fue por espermatozoides control. 
Todos los ovocitos fueron posteriormente incubados en gotas de 20µl (Cleavage 
Advantage Medium, Sage).  
 La fecundación: 
La fecundación de los ovocitos viene determinada por una correcta activación 
ovocitaria, produciéndose una serie de eventos necesarios para el correcto desarrollo 
embrionario: incremento en los niveles de calcio intracelular, la exocitosis de los 
granulos corticales para prevenir la polispermia, extrusión del segundo corpúsculo polar 
(culminándose la 2ª meiosis) y la aparición de los pronúcleos (paterno y materno), con 
la consecuente replicación del ADN y la primera división mitótica (130). A la hora de 
visualizar esta correcta fecundación tenemos que diferenciar los 2 corpúsculos polares y 
los 2 pronúcleos, tal y como muestra la figura. 
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Figura 19: Imagen de un zigoto humano mostrando la correcta fecundación de un ovocito: con 
el círculo rojo rodeando los 2 pronúcleos materno y paterno, y con el círculo azul rodeando los 
2 corpúsculos polares. 
 
 Morfología 
La morfología embrionaria (n=250) fue evaluada en el día 2 y día 3 de desarrollo (48-
72h), basándonos en el número de células, simetría de blastómeras y porcentaje de 
fragmentación según ha definido la Asociación Española para el Estudio de la Biología 
Reproductiva (ASEBIR). En día 2, definimos embriones óptimos, aquellos con 4 
células, menos del 15% de fragmentación y con elevada simetría y sin multinucleación. 
En día 3, se definen como óptimos los que tienen 6 o más células y los mismos criterios 
de fragmentación y simetría que en día 2 (131,132). Los embriones que en día 3 
cumplen criterios para transferirse o vitrificarse son considerados embriones viables 
(133).   
                                  
              A                B 
Figura 20: A) imagen que muestra un embrión en día 2 de desarrollo embrionario. B) imagen 
que muestra un embrión en día 3 de desarrollo embrionario. 
 
 Análisis estadístico. 
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El test de Chi-square (c2) se empleó para comparar proporciones entre los grupos según 
el proceso de selección con MACS. El T-test se empleó para comparar la fecundación y 
los valores numéricos embrionarios en el grupo control y el grupo MACS. La 
significancia fue descrita como p < 0,05. 
El análisis estadístico se llevó a cabo siguiendo 2 conceptos principales. El primero, la 
media, calculamos la media por paciente basándonos en todos los datos numéricos de 
zigoto-embrión. Estos valores fueron comparados entre grupos. El segundo, concepto 
individual, donde los patrones de morfología embrionaria son evaluados 
individualmente con respecto a la selección con MACS, centrándose específicamente en 
la selección embrionaria y el destino final del embrión (si es no viable, se congela o se 
transfiere). 
Todos los valores se expresaron con su correspondiente intervalo de confianza al 95% 
(IC95%) 
El análisis estadístico se llevó a cabo usando el Statistical Package for the Social 
Sciences 17 (SPSS Inc., Chicago, IL). 
4.2.2. Estudios prospectivos 
4.2.2.1. Inseminación artificial 
Tras obtener consentimiento informado de las parejas, y obedeciendo a la asignación 
generada mediante una tabla de randomización, se procedió a asignar a las parejas en el 
grupo control o en el experimental. Las muestras llegaban al laboratorio de andrología, 
se metían en el incubador y tras su total licuefacción se procedía a realizar el 
espermiograma.  La preparación de las muestras se basaba en las técnicas rutinarias de 
capacitación del semen (descrita anteriormente) basada en la movilidad que los 
espermatozoides presentan. En el grupo control se lava la muestra con medio de cultivo, 
Fertilization Medium (Cook, Australia), se centrifuga y se elimina el sobrenadante. Se 
añade 1 ml de medio de cultivo nuevo, se incuba a 37ºC durante 45 min antes de 
obtenerse el sobrenadante, analizándolo de nuevo y transfiriéndolo a un nuevo tubo para 
ser inseminado. En el grupo de estudio todas las muestras de semen fueron preparadas 
con swim‐up además se aplicó el MACS (protocolo descrito anteriormente). El 
procedimiento recuperó las células AV- (no apoptóticas) para ser empleadas en la 
inseminación.  
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Figura 21: Representación esquemática de la técnica utilizado en cada grupo; A) grupo control 
donde se produce la inseminación en muestras de semen sólo preparadas con swim up. B)  
Grupo de estudio donde se produce la inseminación en muestras de semen preparadas a través 
del swim up y la técnica de MACS. 
 
 Criterios de inclusión y exclusión 
Criterios de inclusión  
- 1º ciclo de IAH en IVI Valencia. 
- Varón: más de tres millones de espermatozoides móviles tras recuperación 
espermática 
- Mujer: valores hormonales normales en el tercer día del ciclo, edad menor a 37 
años, IMC menor de 30kg/m2, no presentar anomalías ginecológicas tales como:  
• Síndrome del ovario poliquístico 
• Endometriosis 
• Fallo ovárico  
• Falta de permeabilidad tubárica (Ambas trompas de Falopio deben 
presentar permeabilidad) 
• Perfiles hormonales alterados (Niveles altos de FSH, LH, testosterona 
o androstendiona) 
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• Anovulación 
• Problemas en el moco cervical (Moco cervical de característica 
antiestrogénicas que está deteriorado y puede afectar al transporte 
espermático) 
• Malformaciones uterinas (Útero septado, bicorne, didelfo y 
unicorne.)   
• Quistes o tumores ováricos 
Criterios de exclusión  
Para la evaluación de valores clínicos procedentes de los resultados de los tratamientos 
de reproducción asistida como son la tasa de implantación, aborto y gestación, existen 
otros parámetros independientes de la calidad embrionaria que condicionan la adhesión 
del embrión al epitelio uterino porque afectan directa o indirectamente a la receptividad 
endometrial. Teniendo en cuenta este razonamiento los criterios de exclusión son; 
• Presencia de patología uterina (miomas, adenomiosis, malformaciones uterinas 
adquiridas o congénitas) 
• Endometriosis  
• Hidrosalpinx 
• Historia de enfermedades sistémicas, trastornos endocrinos o metabólicos 
significativos. 
• Historia de pérdida gestacional recurrente. 
• Pacientes que reciban medicación concomitante que pueda interferir con los 
objetivos del estudio. 
 
 Estimulación Ovárica  
En los ciclos de IAH se estimuló tanto con la hormona estimulante de folículos, FSH 
(Gonal-F; Serono S.A., SpainorPuregon; Schering-Plough española, Spain) como con 
hMG (Lepori; FarmaLaboratories, Spain; o Menopur; Ferring, Spain). La estimulación 
se inicia en el día 3 del ciclo con dosis de FSH recombinante de entre 75 y 150 UI. La 
foliculometría se monitoriza vía ecografía vaginal y siguiendo los niveles de estradiol. 
Cuando el tamaño del folículo dominante era de alrededor de 18 milímetros la paciente 
recibía 10.000 IU de hCG (Profasi 10 000 UI; Serono S.A., Spain). La pacientes se  
inseminaron entre las 12 y 36 horas siguientes tras la inyección de hCG (19,134). 
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 Variables analizadas  
La determinación de los niveles séricos de β-hCG es una práctica habitual para la 
predicción del embarazo temprano, periodo en el que la ecografía no tiene valor 
diagnóstico y que puede orientar en el diagnóstico de una gestación normal o anormal. 
En ambos grupos, tras 15 días se realizará la pertinente prueba de embarazo. 
4.2.2.2. ICSI con donación de ovocitos 
Llevamos a cabo un estudio de doble brazo prospectivo randomizado y triple ciego 
en el Instituto Valenciano de Infertilidad, Valencia. Desde diciembre del 2010 hasta 
diciembre del 2012.  
El estudio fue aprobado por el Comité ético de investigación clínica del Instituto 
Valenciano de Infertilidad en Valencia.  
Antes de firmar el consentimiento informado, los pacientes recibieron detalladamente 
información sobre las bases científicas del MACS, incluyendo resultados previos y los 
beneficios potenciales y las limitaciones de la técnica. 
 Pacientes 
Un total de 263 pacientes fueron asignadas mediante randomización (en proporción 1:1) 
para ser sometidas a tratamiento con MACS (grupo experimental) o preparación 
seminal convencional (grupo control) a través de una randomización generada por 
ordenador por un embriólogo que no participe clínicamente en el estudio usando el 
SPSS. 
La pareja que recibe tratamiento, el médico (quien evalúa el “endpoint=objetivo” del 
estudio) y los estadísticos que llevan a cabo el análisis de datos desconocen el grupo en 
el que los sujetos han sido asignados, con el fin de garantizar el triple ciego. La 
preparación seminal vía MACS o swim up fue conducida por un único investigador. 
 
 Criterios de inclusión y exclusión 
Descritos más detalladamente en la sección estudio de cohortes. A modo de resumen los 
criterios son los siguientes parejas entre 30-45 años, con índice de masa corporal (IMC) 
<30 Kg/m2,  que se someten a su primer ciclo ICSI en el programa de ovodonación. 
Mujeres con ausencia en patologías uterinas y sin historias recurrentes de abortos. Las 
transferencias fueron realizadas a las 72 horas después de la punción. 
MATERIAL Y MÉTODOS 
64 
 
Previo al tratamiento, todas las muestras de semen han sido previamente congeladas y 
descongeladas como parte rutinaria en los procedimientos de nuestro programa de 
donación. Todos los hombres metidos en el estudio presentan más de 10% de 
espermatozoides móviles en la muestra en fresco y tienen más de 1 millón de 
espermatozoides móviles después del capacitado.  
En estas muestras no estudiamos el perfíl apoptótico ni tampoco el porcentaje (%) de 
fragmentación, por tanto, en nuestro estudio no incluimos como criterio de inclusión 
estos perfiles. 
 Estimulación ovárica en donantes 
Descrito anteriormente con detalle en la sección de estudio de cohortes.  
 Preparación endometrial en receptoras 
Descrito anteriormente con detalle en la sección de estudio de cohortes. 
 Preparación del semen 
Los parámetros seminales fueron evaluados tras la completa licuefacción al dejar la 
muestra durante aproximadamente 10 min a 37ªC y 5% CO2. La concentración y la 
movilidad se examinó en la cámara Mackler® (SefiLaboratories, Tel Aviv, Israel). 
La congelación de semen se llevó a cabo a través de la adición lenta y en continuo 
movimiento del crioprotector utilizado. En IVI Valencia el crioprotector utilizado es la 
yema de huevo. 
Después de una incubación a temperatura ambiente durante 10 minutos, la mezcla de la 
muestra con el crioprotector fue colocada en unos agujeros de 50 µL aproximadamente, 
creados sobre una superficie de hielo seca. Cuando la mezcla se ha congelado (pierde el 
brillo) se colocan en un criotubo inmerso en nitrógeno líquido e inmediatamente se 
almacenan en bancos de semen. 
Para descongelar las muestras, pequeñas alícuotas de las muestras de semen son 
transferidas a nuevos criotubos y descongeladas durante 10 min. por inmersión a 
temperatura ambiente y durante 10 min. más a 37ºC en agua corriente (135,136).  
En todas las muestras se realizó de nuevo el espermiograma y se preparon mediante 
swim up, como previamente se describe. En resumen, las muestras en fresco (post 
descongelación) son diluidas 1:1 (v/v) con Gamete y Fertilization Medium (Cook, 
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Australia) y centrifugadas a 400g durante 10 min., después del cual se descarta el 
sobrenadante y se añade cuidadosamente sin mover el pellet formado e incubados 45 
minutos en un ángulo de 45º. Después de este periodo, la interfase superior fue 
suavemente aspirada con un volumen entre 0,1-0.5 ml, en caso del grupo control 
(n=114). El grupo de estudio (n=123), después de la aspiración de esta interfase, se 
aplicó la técnica de MACS como se describe previamente, obteniendo la fracción que 
eluye por la membrana, la fracción AV- que es la utilizada para microinyectar los 
ovocitos. 
 
 Obtención de ovocitos 
 
Descrita anteriormente en la sección de estudio de cohorte.  
 
 Decumulación de ovocitos 
 
Descrita anteriormente en la sección de estudios de cohorte.  
 
 ICSI y cultivo embrionario 
 
La microinyección de los ovocitos fue realizada por un embriólogo que desconocía el 
método de selección utilizado. 
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Figura 22: Representación esquemática de la técnica utilizado en cada grupo; A) 
grupo control; microinyección con espermatozoides procedentes de muestras de semen 
sólo preparadas con swim up. B)  Grupo de estudio; microinyección utilizando 
muestras de semen tratadas mediante swim up y la técnica de MACS. 
Un total de 2659 ovocitos MII donados fueron inseminados mediante el ICSI siguiendo 
el protocolo descrito previamente (129). 
Todos los ovocitos microinyectados fueron porteriormente incubados en 20 µl de gotas 
(Cleavage Medium, Cook, Australia). La fecundación fue estudiada 16-18h post ICSI. 
El desarrollo embrionario fue evaluado a las 24 h con aumentos de 40x en el 
microscopio invertido. 
La morfología embrionaria en términos de número de células, simetría de blastómeras, 
multinucleación y porcentaje de fragmentación, fueron evaluados en día 2 y día 3 (48-
72h).  
Los embriones viables son aquellos que fueron transferidos o vitrificados (en caso de 
aquellos supernumerarios para una eventual futura transferencia) en día 3 de desarrollo. 
Aquellos viables, pero no considerados óptimos para transferir o vitrificar en día 3 de 
desarrollo embrionario fueron dejados en cultivo varios días más y los que tenían la 
capacidad de llegar a blastocisto fueron posteriormente vitrificados (133). 
 
Figura 23: Imagen de un blastocisto en día 5-6 de desarrollo embrionario. 
 
 Variables analizadas 
 
Tanto en IAH como en ovodón todos los datos se obtuvieron de las historias clínicas de 
los pacientes incluyendo la edad, el IMC y la calidad de las muestras de semen 
(concentración y movilidad) antes y después de la aplicación de MACS. 
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El objetivo principal fue determinar si el proceso de eliminación de los espermatozoides 
apoptóticos mejora: 
-  las tasas de gestación clínica y  
-  las tasas de implantación  
Los objetivos secundarios en el estudio de ICSI ovodón fueron analizar las tasas:  
- la tasa de fecundación, 
- el desarrollo embrionario temprano,  
- las tasas de embarazo bioquímico se dan cuando el nivel de β gonadotropina 
coriónica humana en suero superior a 6IU/ml en el día 14 tras el ICSI),   
- la tasa de embarazo que se define como la detección de un βhCG positivo dos 
semanas después de la donación de ovocitos,  
- la tasa de embarazo clínico, cuando un saco embrionario se detecta por ecografía 
en la quinta semana de embarazo o más tarde,  
- la tasa de implantación que se calcula dividiendo el número de sacos 
embrionarios detectados por el número de embriones transferidos,  
- el aborto involuntario diagnosticado cuando el embarazo no llegó a la semana 24 
del embarazo después de la detección del saco(s) gestacional por ultrasonido,  
- el embarazo ectópico se definió como un embarazo situado fuera del 
endometrio, detectado por ultrasonidos o laparoscopia, o de alto grado de 
sospecha debido a los síntomas y / o la curva βhCG sérica de la paciente,  
- la tasa de recién nacido vivo definida como el número de nacidos por 100 ciclos 
iniciados, o por ciclo de transferencia embrionaria. En nuestro caso el 
denominador fue ciclos de embriones transferidos 
4.2.3. Estudio de calidad morfocinética embrionaria mediante TMS 
Generamos 2 grupos antes de la microinyección, donde la muestra de semen del grupo 
de estudio fue preparada mediante el MACS (swim up + MACS) y el grupo control 
mediante el swim up. En el grupo de estudio incluimos 37 pacientes con 258 embriones 
y en grupo control incluimos 43 pacientes con un total de 243 embriones. Después de la 
microinyección, los ovocitos fueron cultivados de forma individualizada en placas de 
EmbryoScope® (EmbryoSlides) que contienen 12 micropocillos con 25µl de medio 
cleavage médium cada uno cubiertos por 4 ml de aceite mineral, hasta día 3 de 
desarrollo embrionario. 
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Estudiamos los parámetros morfocinéticos que nos indican los rangos óptimos de 
división asociados a una mayor  implantación (111) definiendo el tiempo de división 
como el tiempo exacto en el que las nuevas blastómeras se separan completamente por 
membranas claramente definidas. De este modo analizamos la primera división como t2 
o momento en el cual el embrión tiene 2 células, con un rango óptimo de división de 
24,6-28,2 horas post-ICSI; t3 o momento cuando el embrión tiene 3 células, con un 
rango óptimo de división de 35,6-40,6 horas post-ICSI, t5 o momento cuando el 
embrión tiene 5 células, con un rango óptimo de división de 49,5-56,7 horas post-ICSI. 
Además, evaluamos parámetros relacionados con la duración de los ciclos celulares, 
definiendo el segundo ciclo celular (cc2) como el tiempo que el embrión permanece en 
2 células (t3-t2) ≤11,9horas y la segunda sincronía (s2) ≤0,76horas como el tiempo que 
transcurre de 3 a 4 células (t4-t3).  
4.3 MACS y RNV 
Analizamos los resultados obstétricos y perinatales de los RNV después de transferir 
embriones obtenidos a través de la selección de espermatozoides mediante MACS o 
mediante swim up del estudio prospectivo randomizado en ICSI ovodon previamente 
descrito. Obtuvimos notificación de los nacimientos  de los ICSI realizados durante el 
periodo de octubre 2010- diciembre 2012, obteniendo información de 81,7% de ciclos 
en el grupo de MACS y 79,7%  de ciclos en el grupo control. 
El ciclo de FIV con ovodon y las transferencia fueron llevadas en el IVI Valencia, no 
obstante las gestaciones y partos fueron llevadas y controladas en el país de residencia 
con sus correspondientes protocolos locales, teniendo un total de 12,1% en España, 
35,9% en Italia, 15,5% en Alemania, 10,8% en Francia, 12,1% en Reino Unido y 16,4% 
en el resto de países europeos. 
Los ciclos de FIV con ovodon fueron hechos de acuerdo a los procedimientos estándar 
y los protocolos de estimulación ovárica para donantes y preparación endometrial para 
receptoras como previamente se describe en la sección de cohortes.  
Obtuvimos los resultados obstétricos y perinatales de esos recién nacidos vivos a través 
de una encuesta enviada a los pacientes. Los registros médicos y cuestionarios fueron 
examinados por dos obstetras, un ginecólogo responsable de nuestro programa de 
infertilidad y un embriólogo. Las principales medidas estudiadas respecto al embarazo 
fueron: la hipertensión gestacional, parto prematuro y otras complicaciones relacionadas 
MATERIAL Y MÉTODOS 
69 
 
con el embarazo. Las principales medidas analizadas en cuanto al parto fueron: edad 
gestacional al parto, vía de administración, los problemas puerperales y en cuanto a los 
datos sobre el recién nacido fueron sexo, peso al nacer, puntuaciones de Apgar, ingreso 
en la unidad neonatal de cuidados intensivos, la mortalidad perinatal, complicaciones 
neonatales, y la incidencia de malformaciones congénitas. Pequeño para la edad 
gestacional (PEG) se definió como el peso al nacer por debajo del percentil 10. Bajo 
peso al nacer (BPN) se define como menos de 2500 g y muy bajo peso al nacer (MBPN) 
se aplicó a todos los bebés que pesaron menos de 1.500 g. La mortalidad perinatal 
incluido nacidos muertos después de 28 semanas de gestación y muertes neonatales 
hasta 7 días de vida. Se calcularon en toda la población y después de la estratificación 
basada en el número de fetos (simples o múltiples embarazos).  
 
Análisis estadístico en los estudios prospectivos. 
Cálculo del tamaño muestral 
IA: Se realizó el cálculo del tamaño muestral asumiendo un error alfa del 5%, y beta del 
80%, y que las tasas de gestación en el grupo no experimental en nuestro laboratorio en 
condiciones estándar son del 20%, para detectar una diferencia del 20% el número de 
parejas por brazo de estudio es igual a 81 utilizando el método del arcoseno. 
 
ICSI donación de óvulos: Se realizó el cálculo del tamaño muestral basándose en el 
supuesto de que las tasas de embarazo evolutivo en curso cuando realizamos el ICSI en 
ovodón con la preparación seminal según los procedimientos estándar en nuestro 
laboratorio obteníamos resultados similares al 40%. Para considerar una mejora de la 
intervención clínicamente relevante, establecemos una diferencia del 15% respecto a los 
métodos estándar en nuestro objetivo principal. En consecuencia, sobre la base de esta 
hipótesis, para un análisis de nivel de significación de un solo lado, con un error alfa del 
5% y una potencia de prueba de 80%, necesitábamos 187 muestras de semen por brazo. 
 
Los análisis estadísticos se realizaron con SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). La 
significancia estadística fue definida en p<0,05. 
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Las variables cuantitativas en el grupo de MACS y grupo control fueron comparados 
usando el test de Student para muestras independientes. Para datos categóricos, el test 
de Chi-square (c2) fue utilizado para la comparación de proporciones entre grupos. 
Alternativamente, la ecuación de corrección de Yate fue usada cuando la frecuencia 
esperada fuera menor de 5. 
 
Los diferentes parámetros fueron calculados con sus intervalos de confianza al 95%, y 
las diferentes medidas de asociación, y sus risk ratios también se computan con sus 
correspondientes IC 95% 
Un análisis intermedio se llevó a cabo usando un método de cuartiles cuando se alcanzó 
el 65% del tamaño muestral. 
 
En cuanto a los resultados obstétricos y perinatales, las variables continuas y categóricas 
fueron expresadas como proporciones y medias con el IC95%.   
Los resultados categóricos fueron comparados usando el análisis de Chi-square (c2) y el 
test exacto de Fisher, donde correspondiera. Los datos continuos fueron comparados 
con el test de Student. El p valor fue considerado significante cuando el valor era menos 
de 0,05.  
En este caso también se llevó a cabo el uso del SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 
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1. Estudio calidad seminal 
1.1 Espermiograma 
Tanto en la muestra en fresco como en la muestra swim up en ambos grupos todos los 
parámetros fueron estadísticamente comparables. Después del MACS, se observaron 
diferencias estadísticamente significativas en ambas fracciones (AV+ y AV-), siendo 
p<0.05 en cada uno de los parámetros estudiados (tabla 2), obteniendo valores 
superiores en cuanto a movilidad y número de espermatozoides en el grupo de AV-, 
aunque no observamos diferencias en cuanto al número y movilidad de espermatozoides 
del grupo control y la fracción AV-.  
Las tasas de recuperación del número total de espermatozoides con movilidad 
progresiva después del swim up en la fracción AV- fuer del 85.20%. Se eliminaron 
aproximadamente un total de 2 mill totales de espermatozoides, pero el procedimiento 
de MACS no disminuye el número de células espermáticas disponibles (figura 24). 
 
Tabla  2: Parámetros estudiados en las distintas fracciones seminales. 
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Figura 24: Pérdida del total de móviles progresivos durante el procedimiento de MACS. 
1.2. Oxidación y fragmentación del ADN. 
 
- Oxidación: 
Se analizan 54 pacientes sometidos a TRA. Se analizan los espermatozoides, de 
muestras de semen obtenidas por eyaculación, antes y después de su capacitación por 
swim-up y después de aplicar la separación inmunomagnética (tabla 3). 
 
Tabla 3: Oxidación espermática en las diferentes fracciones. 
Se confirman diferencias estadísticas en cuanto al % oxidación entre la muestra en 
fresco y la fracción AV+, la muestra en fresco y la fracción AV-, después del swim up y 
la fracción AV-, considerando el % de células teñidas. 
En cuanto a la intensidad media de oxidación, existen diferencias entre la muestra en 
fresco y la fracción post swim up, muestra en fresco y AV+ y muestra en fresco y AV-. 
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23 de las muestras consiguieron embarazo, y los datos fueron equivalente en cuanto al 
% de células teñidas y la intensidad media de oxidación comparados con aquellas 
muestras que no consiguieron el embarazo, siendo 31,2% (27,7-34,6 IC95%) vs 35,8% 
(31,7-39,9) y 169,2 (150,1-188,4 IC95%) vs 152,5 (142,4-162,5 IC95%). 
-Fragmentación: 
Se analizan 35 pacientes sometidos a TRA. Analizamos los espermatozoides de 
muestras obtenidas a partir de las fracciones antes y después de la capacitación por 
swim-up y de la fracción después de aplicar la separación inmunomagnética, tanto la 
fracción negativa como la positiva.   
Se confirman diferencias significativas entre la muestra en fresco y la fracción 
apoptótica, la muestra en fresco y la fracción post swim up y la muestra en fresco y la 
fracción no apoptótica, sin embargo, no se observan diferencias significativas entre las 
fracciones post swim up y las procedentes del  MACS (tabla 4). 
 
Tabla 4: Fragmentación espermática en las diferentes fracciones. 
17 de estas muestras consiguieron embarazado, y los niveles de fragmentación eran 
comparables a aquellas muestras que no lo consiguieron (tabla 5). 
 
Tabla 5: Valores de fragmentación relacionados con la gestación. 
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2. MACS y éxito reproductivo 
2.1. Estudio de cohorte 
Características de las donantes 
La media de las características fue la siguiente [media (rango)]: edad 26,0 (19,0-33,0) y 
IMC 22,6 (18,4-28,2) kg/m2; el número de días de estimulación fue 11,0 (9,0-13,0); la 
dosis de gonadotropinas fue 1362,5 (75,0-3333,0) UI; y los valores de E2 y P medidos 
en la mañana de la administración de la hCG fue 2508,5 (589,0-4723,0) pg/ml y 0,6 
(0,2-2,0) ng/ml, respectivamente. 
El número de ovocitos donados fue 12,0 (6,0-22,0), y el número final de 
microinyectados por protocolo fue 11,0 (6,0-18,0). 
Características de las receptoras de los ovocitos 
La media de la edad fue 42,0 (27,0-49,0) y del ICM fue 22,7 (17,3-23,2) kg/m2. La 
etiología de la infertilidad de las mujeres incluidas en el estudio se muestra en la figura 
25. 
 
Figura 25: Etiología de la infertilidad femenina en nuestro estudio. 
Características de la muestra de semen 
En la muestra en fresco, el volumen fue 1,0 (1,0-6,0) ml, la concentración 40,0 (6,0-
110,0) mill/ml, y la movilidad progresiva 31,0% (7,0-61,0), dando 12,4 mill de 
espermatozoides con movilidad progresiva. 
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Después del swim up, el volumen fue 0,4 (0,2-0,5) ml, la concentración 3,0 (0,1-20,0) 
mill/ml y la movilidad progresiva 93,0% (49,0-100,0), con un total de espermatozoides 
con movilidad progresiva de 1,1 mill. 
La tasa de recuperación del total de móviles progresivos después del swim up fue 
obtenida dividiendo el total de móviles progresivos después del swim up por el total de 
espermatozoides móviles antes del swim up, dando un resultado del 8,9%, con un claro 
aumento en la movilidad progresiva del 63%. 
Después del MACS, la fracción AV+ tiene un volumen recuperado de 0,4 (0,2-0,5) ml, 
una concentración de 0,45 (0,1-4,0) mill/ml, una movilidad progresiva de 60,0% (28,0-
88,0) y una cantidad total de espermatozoides móviles de 70,6% (IC95% 47,3-93,9), 
mientras que la fracción AV- tuvo un volumen de 0,4 (0,2-0,5) ml, una concentración de 
1,0 (0,1-19,0) mill/mil y una movilidad progresiva de 85,0% (60,0-98,0), dando como 
resultado un cantidad total de espermatozoides móviles del 90,6% (IC95% 51,4-100,0).  
La tasa de recuperación total de espermatozoides con movilidad progresiva después del 
swim up con AV- fue del 30,9%. En este caso, hubo una leve disminución de 8 puntos 
en la movilidad progresiva en el grupo del MACS con respecto a la fracción después del 
swim up. 
Impacto del MACS en la fecundación y características del zigoto 
Se observa un aumento del 6,2% en la tasa de fecundación del grupo de MACS con 
respecto al grupo control, aunque no existían diferencias significativas. 
El porcentaje medio de la simetría del zigoto fue similar en ambos grupos, siendo 
aproximadamente del 92,0% en la cohorte embrionaria por paciente. (Tabla 6). 
Impacto del MACS en el desarrollo embrionario temprano 
Respecto al segundo día de desarrollo embrionario, el número de células fue 
significativamente mayor en el grupo de estudio, con un aumento del 10% en el número 
de células de aquellos embriones originados de ovocitos microinyectados con 
espermatozoides seleccionados mediante la técnica de MACS. Esta diferencia se ve 
disminuida en día 3, cuando el número de células fue similar en ambos grupos, con una 
media de 6,5 células por embrión. 
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Proporciones similares respecto a la fragmentación embrionaria se encontraron en todos 
los embriones obtenidos, independientemente del grupo al que pertenecían. Además, se 
observó una ligera tendencia hacía la disminución de la fragmentación del 12,0% al 
10,0% en día 3 de desarrollo embrionario. Una vez más, las proporciones fueron 
comparables en ambos grupos. 
Las tasas de multinucleación fueron similares en ambos grupos. Alrededor de un 14,0% 
de los embriones obtenidos en el estudio presentaban multinucleación en día 2. 
La proporción media de la simetría embrionaria fue comparable en ambos grupos y 
ambos días, siendo mayor en día 2 en el grupo de MACS y a la inversa en el día 3, pero 
en ambos casos sin diferencias significativas. 
La ausencia de vacuolas en el día 2 y 3 tendía a ser más frecuente en embriones 
procedentes del grupo MACS, como se describe en la tabla 5. El día 2 de desarrollo 
embrionario, hay un aumento de embriones con ausencia de vacuolas en el grupo de 
MACS de casi el 15,0%, margen que se mantiene el día 3 (aproximadamente el 14,0%), 
aunque en este caso, tampoco se encuentran diferencias significativas. 
La proporción de embriones con características morfológicas óptimas, fue comparable 
en los 2 grupos: alrededor del 38% en día 2 y el 64,0% en día 3 fueron definidos como 
óptimos. 
Se observó un marcado aumento en la proporción de embriones viables en día 3 en el 
grupo de MACS, aunque no se confirmaron diferencias estadísticas. 
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Tabla 6: Fecundación, desarrollo embrionario y características morfológicas de dependiendo 
del método de selección empleado. 
De la cohorte embrionaria, 48 embriones fueron transferidos (23 embriones procedentes 
del grupo de MACS y 25 embriones procedentes del grupo control), con una media de 
1,3 (IC95% 0,8-1,8) por ciclo en ambos grupos, dando como resultado 15 embarazos 
bioquímicos (4 del grupo MACS, 5 del grupo control y 6 de ambos grupos juntos, es 
decir, 1 embrión del grupo control y 1 embrión del grupo MACS) y 12 embarazos 
clínicos, todos confirmados por ecografía (4 del grupo MACS, 5 del control y 3 mixtos, 
de los 2 grupos). 
2.2. Estudios prospectivos. 
2.2.1.  Inseminación artificial 
Identificamos 239 parejas entre diciembre 2009 y julio 2015, 237 aceptaron participar 
en el estudio. Realizamos la randomización y 123 parejas se sometieron a la IAH 
preparada con la técnica del MACS y 116 parejas con el procedimiento habitual. En 
total, incluimos 141 parejas con infertilidad desconocida y 104 con infertilidad 
masculina.  
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Ningún paciente canceló el tratamiento antes de finalizar el ciclo.  La participación 
durante todo el ensayo se muestra en la figura 26. 
 
Figura 26: Diagrama de flujo de la población de estudio. 
Las características basales de las mujeres fueron similares en ambos grupos y se 
resumen en la tabla 7. No encontramos diferencias significativas con respecto a la edad, 
IMC, la duración de la infertilidad, el % de pacientes con infertilidad primaria o 
secundaria y el perfil hormonal basal. 
 
Tabla 7: Efectividad de la aleatorización en las características basales de las mujeres. 
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En 60,45% (n=148) de los ciclos, se detectaron a través de la ecografía, uno o más 
folículos de más de 13 mm de diámetro en el día 8-9. Estos datos fueron comparables en 
ambos grupos. El estradiol sérico también fue similar en ambos grupos, al igual que la 
última línea endometrial (tabla 8). 
 
Tabla 8: Efecto de la aleatorización de las características hormonales del ciclo. 
 
La edad del hombre y la efectividad de la randomización respecto a la calidad 
espermática en las muestras en fresco y capacitadas (post swim up) fue comparable en 
ambos grupos. Y tampoco se encontraban diferencias significativas en cuanto al número 
y movilidad de espermatozoides inseminados en ambos grupos. Tabla 9. 
 
Tabla 9: Efecto de la aleatorización de la calidad espermática. 
 
Respecto a la calidad de la población espermática después el MACS; cuando ambas 
fracciones, la apoptótica y la no apoptótica se comparaban encontramos diferencias 
significativas mostrando una mejor movilidad y un mayor número de células 
espermáticas en la fracción no apoptótica.  
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Tabla 10: Valores de ambas fracciones seminales después del tratamiento de MACS. 
Las tasas de embarazo y sus IC95% fueron 19,0% (12,1-25,9) y 11,7% (5,8-17,5) para 
el grupo de MACS y Control respectivamente. Ocurrieron 5 abortos espontáneos en el 
grupo MACS y 7 en el grupo Control. La tasa de embarazo evolutivo fue 15,9% (9,4-
22,3) y 5,4% (1,3-9,5). No se reportaron casos con síndrome de ovario poliquístico en 
ninguno de los dos grupos, ni tampoco embarazos ectópicos y tasas de embarazos 
múltiples. 
2.2.2. ICSI con donación de ovocitos 
Realizamos un análisis intermedio cuando habíamos logrado el 65% del total de la 
muestra necesaria, presentando un valor Z para el efecto sobre las tasas de recién nacido 
vivo de espermatozoides seleccionados con MACS, llevando a la cancelación de la 
prueba debido a la falta de poder (chi cuadrado 0,463 y el valor p 0,496).  
Entre el inicio del estudio y el análisis intermedio, se identificaron 282 parejas elegibles, 
las cuales aceptaron participar en el estudio, y 19 de las cuales fueron excluidos del 
estudio antes de la aleatorización. Después de la aleatorización, 26 pacientes 
abandonaron el estudio antes de completar el ciclo, lo que dejó un total de 237, 123 en 
el grupo de estudio (MACS) y 114 en el grupo control. La participación durante todo el 
ensayo se muestra en la figura 27. 
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Figura 27: Diagrama de flujo de la población de estudio. 
Características de las donantes 
El resultado de la efectiva randomización perteneciente a las características de las 
donantes se muestra en la tabla 11. Ninguna diferencia fue detectada entre los 2 grupos  
con respecto a los parámetros estudiados; las donantes tenían la edad, el IMC y los 
parámetros de la estimulación ovárica (dosis de gonadotropinas, número de ovocitos 
donados, duración de la estimulación y concentración final de E2) similares. 
 
Características de las receptoras 
Las principales características clínicas de las receptoras que condicionan los resultados 
no difieren significativamente entre grupos, como se muestran en la tabla 11. 
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Tabla 11: Características de las donantes, receptoras y hombres. 
 
Características de las muestras de semen  
Un resumen de las características seminales se muestra en la tabla 12. 
En el grupo control, las tasas de recuperación de movilidad progresiva tras el swim up 
dan un resultado del 2,4% (0-5,1 IC 95%), lo que representa un aumento del 80% la 
movilidad progresiva. 
En el grupo de MACS, en el cual la fracción AV+ y AV- son separadas, se encuentran 
diferencias significativas entre ellas, detectando mejor movilidad y mayor número de 
espermatozoides en la fracción AV- (tabla 12). 
La tasa de recuperación total de espermatozoides (esto es el porcentaje que mantiene 
movilidad progresiva) después del swim up con AV- fue del 58,5% (49,8-67,2 IC95%). 
Resultados similares fueron obtenidos en cuanto a la movilidad progresiva espermática 
en las 2 fracciones del grupo de MACS antes de aplicar el MACS, la fracción post swim 
up y la fracción después del MACS. 
El número total de espermatozoides disponible para microinyectar fue de 0,07 millones 
en el grupo de MACS versus 0,14 millones en el grupo control (Tabla 12). 
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Tabla 12: Características seminales en ambos grupos. 
 
 
Impacto del MACS en la fecundación, zigoto y desarrollo embrionario temprano 
Se observa en el grupo de MACS un aumento de 3 puntos porcentuales en la tasa de 
fecundación comparándola con el grupo control, aunque esta diferencia no muestra 
diferencias estadísticas (tabla 13).  
La simetría de los zigotos fue similar en ambos grupos con aproximadamente un 93,0% 
en la cohorte embrionaria por paciente. 
El segundo día de desarrollo embrionario (aproximadamente 44 horas después del 
ICSI), el número de células fue similar en ambos grupos. Observando una tendencia 
similar en el día 3 (72 horas después del ICSI). 
Observamos una ligera tendencia a la disminución de la fragmentación embrionaria en 
los embriones procedentes  del grupo de los MACS, y esta tendencia se mantiene en el 
día 3 de desarrollo embrionario, aunque de nuevo, las proporciones fueron comparables 
en ambos grupos. 
Se observó un aumento de 9.0 puntos porcentuales con respecto a la multinucleación  en 
embriones originados de ovocitos microinyectados con espermatozoides seleccionados 
con MACS, aunque no se hallaron diferencias significativas. 
Las proporciones medias de la simetría embrionaria fueron comparables en ambos 
grupos tanto en día 2 como en día 3, siendo mayor en ambos días en el grupo de los 
MACS, no obstante sin diferencias significativas entre los grupos. 
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Independientemente del grupo al que pertenecían los embriones y del día de desarrollo 
estudiado se obtuvieron proporciones similares en las características morfológicas 
óptimas. 
Un aumento ligero de 5,3 puntos porcentuales se detectó en la proporción de embriones 
que fueron transferidos y congelados en  día 3 en el grupo de MACS, aunque este valor 
no fue significativo. 
 
 
Tabla 13: Resultados detallados pertenecientes a los parámetros morfológicos embrionarios. 
 
Resultados clínicos 
Un total de 439 embriones fueron transferidos, con una media de 1,85 (1,80-1,90 95 
IC%) embriones transferidos por ciclo en ambos grupos. 
Se alcanzaron tasas de implantación similares en cada grupo, dando como resultado 79 
embarazos bioquímicos en el grupo de MACS y 81 en el grupo control. 58 embarazos 
clínicos se confirmaron por ecografía en el grupo de MACS y 64 se confirmaron en el 
grupo control, como se muestra en la tabla 14. Respecto al número de embriones 
criopreservados por ciclo una media embriones de 3.6 (IC 95% 3,2-3,9) fueron 
vitrificados en el grupo MACS y 3,4 (IC95%2,9-3,8) en el grupo control. 
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Tabla 14: Destino de los embriones viables en ambos grupos. 
 
Hubo un pequeño porcentaje de embriones, 21,9% de los embriones en el grupo de 
MACS y 20% en el grupo control que no cumplía con las características definidas como 
óptimas para ser vitrificados o transferidos en día 3 de desarrollo embrionario, pero que 
sí que alcanzaron el estadio de blastocisto y fueron consecuentemente vitrificados en día 
5 o 6 de desarrollo embrionario. 
 
 
 
Tabla 15: Resultados clínicos de acuerdo a la intervención y a la intención de tratar. 
2.3. Morfocinética de la calidad embrionaria mediante TMS. 
En nuestros resultados observamos tasas de implantación comparables en ambos 
grupos, existiendo una ligera tendencia a la alza en la tasa de implantación de aquellos 
embriones procedentes del grupo control (figura 28), aunque sin diferencias 
significativas. La incidencia de divisiones directas de 1 a 3 células fue similar en ambos 
grupos (figura 29). Encontramos diferencias significativas en los parámetros 
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morfocinéticos de las divisiones embrionarias pertenecientes a t4, t6 y t7 cuando 
comparamos ambos grupos, aunque en el resto de parámetros y prestando especial 
atención al t5,  s2 y cc2 son comparables en ambos grupos (Tabla 16). 
 
Figura 28: Tasas de implantación en grupo MACS y grupo Control. 
 
Figura 29: Incidencia de división directa entre los 2 grupos. 
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Tabla 16: Parámetros morfocinéticos. 
3. MACS y RNV  
Resultados perinatales y obstétricos: 
Características basales de la población de estudio. 
No se encontró ninguna diferencia significativa en cuanto las características basales 
excepto en los procedimientos quirúrgicos previos (p=0.024), como se muestra en la 
tabla 16. Respecto a la incidencia de las condiciones médicas previas tampoco se 
muestran diferencias significativas. Así mismo, son comparables los datos obtenidos en 
cuanto al perfil de infertilidad de aquellos en los que obtuvimos resultados respecto 
aquellos en los que no. 
La randomización fue efectiva tanto en  las características  de las mujeres como en las 
características de los ciclos de IVF que se llevaron a cabo, en lo que se refiere a la  
longitud de la estimulación, la dosis de gonadotropinas, los niveles de estradiol en 
donantes y receptoras de ovocitos, preparación endometrial, número de ovocitos MII y 
número de embriones transferidos (tabla 17). 
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Tabla 17: Características del ciclo y características basales en la población de estudio. 
 
Embarazos, nacimientos y efectos neonatales. 
La proporción de nacimientos únicos fue de 67.3% (33 de 49 embarazos) y de 72.5% 
(37 de 51 embarazos) en el grupo de MACS y el grupo Control respectivamente, sin 
diferencias estadísticas entre ellos (Figura 30).  
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Figura 30: Diagrama de flujo de los embarazos en el estudio. 
 
Las tabla 18,19 y 20 reflejan el resultado correspondiente a los embarazos, nacimientos 
y resultados neonatales sugiriendo que la tecnología del MACS no tiene ningún efecto 
sobre los resultados analizados comparados con los procedimientos habituales.  
Se observó una frecuencia similar en sangrados durante el segundo y tercer trimestre.  
La ruta del parto,  el género neonatal, así como otras complicaciones relacionadas con el 
embarazo, como la anemia gestacional, la colestasis, la diabetes, la hipertensión 
inducida por el embarazo, la rotura prematura de membranas y el embarazo a término 
fueron comparables en ambos grupos. No se encontró ninguna diferencia entre los 
grupos respecto a la edad gestacional del nacimiento, el peso, el bajo peso al nacer 
(BPN) y el muy bajo peso al nacer (MBPN). Otras medidas como la altura o el test de 
apgar, fueron también comparables. Los defectos en el nacimiento, incluso cuando se 
clasificaron como mayor y menor malformación fueron similar en ambos grupos. 
 
De igual forma, encontramos datos similares en ambos grupos respecto a las admisiones 
en el centro de cuidados intensivos de neonatos (CIN) y longitud de estancia en ellos. 
Sólo hubo un caso de mortalidad perinatal en el grupo control. 
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Tabla 18: Características obstétricas. 
 
Tabla 19: Resultados de embarazo a término. 
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Tabla 20: Características neonatales. 
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El presente estudio evalúa el efecto de eliminar los espermatozoides presuntamente 
apoptóticos de muestras de semen de pacientes que vienen a someterse a ciclos de 
reproducción asistida (IAH o ICSI) mediante el uso de la técnica del MACS y su efecto 
en la calidad espermática y por consiguiente su efecto en la fecundación, desarrollo 
embrionario temprano, implantación, embarazo, recién nacido vivo y efectos 
neonatales. 
La técnica del MACS se basa en el uso de la AV unida a los MB que se unen 
específicamente a los espermatozoides con membranas plasmáticas dañadas que 
muestran externalizada su PS, manifestación temprana de la apoptosis.  
Está considerado un sistema de separación flexible, rápido y simple de un largo número 
de células de acuerdo a unos marcadores específicos de superficie. El reducido coste y 
la baja dificultad de la técnica hace que, una vez demostrada su eficiencia, su 
implementación clínica sea alcanzable para cualquier centro de reproducción. 
La selección inmunomagnética, basada en la tecnología de MACS abre un gran abanico 
de posibilidades de selección única, e incluso combinada, para cada caso de infertilidad 
masculina. 
Las características que deben cumplir las distintas moléculas candidatas a ser utilizadas 
para separar espermatozoides debe ser estar relacionadas con la fertilidad o la 
infertilidad, esto lo conocemos a través de la bibliografía disponible o bien debido a los 
listados de genes obtenidos mediante microarrays. Además, deben ser marcadores de 
membrana plasmática y obviamente que existan AC frente a estas moléculas para poder 
seleccionarlos. 
Por tanto, nuestras futuras investigación se focalizarán en la identificación de pacientes 
y/o procedimientos que puedan beneficiarse de esta tecnología.  
Se requieren más investigaciones, principalmente centradas en hombres que exhiban 
elevado riesgo de tener espermatozoides apoptóticos (como aquellos con casos previos 
de fallo de implantación, repetidos abortos o elevada  fragmentación de ADN). 
Además, es necesario determinar marcadores moleculares específicos relacionados con 
el éxito reproductivo para establecer nuevos protocolos de MACS como estrategia 
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alternativa de selección espermática y en consecuencia aumentar el resultado 
reproductivo de nuestros pacientes. 
El potencial clínico de la selección de espermatozoides competentes es enorme y tienen 
propiedades únicas que hacen posible disponer de información como para diseñar 
métodos de selección que puedan ser usados en el futuro para complementar los 
métodos actuales de selección.  
El protocolo combina 2 técnicas, la 1º es el swim up que selecciona los espermatozoides 
móviles y viables (68). La 2º es el MACS que actúa a nivel molecular. En este sentido 
la tecnología del MACS puede ser considerada la única tecnología que complementa los 
protocolos convencionales de preparación seminal (95) eliminando espermatozoides 
inmaduros con características apoptóticas y dando una población seminal  con una 
mejor movilidad, viablidad y morfología (137,138). De hecho, Tavalee M y su grupo 
confirmaron que esa combinación es más eficiente que emplear una sola de las técnicas 
para separar espermatozoides intactos (139). 
Para poner en marcha el presente estudio realizamos una prueba de validación previa 
que nos permitió comprobar que la técnica MACS era eficiente. Nuestros resultados 
revelaron una tasa de positividad del 31,87% y una tasa de negatividad del 92,6%, en 
cada una de las fracciones AV+ y AV- respectivamente comparándolas con la muestra 
en fresco. Aunque, deberíamos destacar que la AVMB, no sólo se une a células 
apoptóticas sino también a células muertas y células con la membrana interna expuesta, 
como aquellos con reacción acrosómica (140), de ahí que en nuestra fracción AV 
negativa obtenemos un pequeño porcentaje de AVFITC. 
1. Estudio de calidad seminal 
1.1. Espermiograma 
Aunque el proceso de separación como tal no afecta la integridad o la viabilidad, 
Grunewald y colaboradores han afirmado que la movilidad espermática puede estar 
dañada cuando se aplica el MACS en el caso de semen de pacientes infértiles con 
oligastenoteratozoospermia y astenotezoospermia debido a la centrifugación adicional y 
los procedimientos de manipulación requeridos (141).  Aunque, nuestros resultados no 
muestran un notable descenso en la calidad espermática y nos permite concluir que el 
MACS post swim up se puede considerar una técnica fiable para seleccionar el 
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espermatozoides más adecuado (sin externalización de PS) para las TRA sin perjudicar 
la calidad de la muestra seminal.  
1.2. Oxidación y fragmentación del ADN 
El tiempo extra de procesamiento, los repetidos lavados y centrifugaciones pueden 
resultar en un daño en el ADN (142). El estrés oxidativo inducido por al daño del ADN 
puede tener importantes implicaciones clínicas en el contexto de TRA (137) ya que en 
espermatozoides se definen como un desequilibrio entre las moléculas pre-oxidativas y 
anti-oxidativas donde los oxidantes prevalecen sobre los sistemas defensivos causando 
daño en las moléculas de ADN y causando la desregulación de la reacción acrosómica 
obstaculizando por tanto,  el reconocimiento de los ovocitos por parte de los 
espermatozoides (143).  
La implicación directa de la fragmentación del ADN en el resultado reproductivo ha 
sido descrita, aunque este valor no esté correlacionado con los resultados del embarazo 
en IA (117), dos interesantes conclusiones han derivado de los resultados obtenidos en 
ciclos de FIV. En primer lugar, la evaluación de la fragmentación del ADN espermático  
podría ser de especial interés para aquellos pacientes con baja calidad embrionaria, ya 
que el daño del ADN, podría ser un posible factor causal. En segundo lugar, la 
observación de la asincronía nucleolar en un cigoto a partir de una muestra de esperma 
con un alto nivel de fragmentación del ADN puede orientar hacia una futura baja 
calidad del blastocisto (43,117).  
Distintos autores confirman que el estrés oxidativo puede ser una causa de la 
fragmentación del ADN del espermático (143). El daño en el ADN del espermatozoide 
afecta negativamente a la calidad de los embriones y el adecuado desarrollo embrionario 
(41,42,117). 
Sin embargo, otros grupos han presentado  estudios que no muestran relación entre la 
tasa de división celular y el nivel de fragmentación del ADN del espermático (144). 
En nuestro estudio la fragmentación del ADN es claramente mayor en las muestras en 
fresco. Sin embargo, este daño en el ADN se reduce cuando las células espermáticas son 
capacitadas y se les ha aplicado el MACS. El  hecho de no poder observar  diferencias 
significativas en la fragmentación del ADN espermático entre aquellas parejas que 
lograron un embarazo con aquellas que no pueden alcanzarlo, se justifica en base a la 
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selección embrionaria que se realiza  antes de transferencia, ya que basándose en sus 
características morfológicas, no se seleccionan embriones de mala o baja  prognosis. Por 
lo que se escogen sólo aquellos que presenten mejor morfología al momento de la 
transferencia. Sumado a esto, se encuentra la capacidad del ovocito para contrarrestar y 
minimizar el daño del ADN. En algunos casos, como cuando se estudia la 
fragmentación del ADN espermático, se observa que este no afecta en exceso a la 
calidad embrionaria o tasas de gestación  esto se cree que es debido, principalmente a la 
capacidad reparadora del ovocito. El ovocito es capaz de reparar el ADN dañado 
durante la ovogénesis y provee  productos de genes que son los responsables de la 
reparación del daño del ADN en ambos genomas parentales, después de la fecundación 
(145).  
La mejora de los resultados de las TRA por el uso del MACS a través de la eliminación 
de espermatozoides apoptóticos parece no estar relacionada con la fragmentación del 
ADN, posiblemente por la diferencia de tiempo en cuanto a la PS, evento temprano de 
la apoptosis, y la fragmentación del ADN que es un evento más tardío. La selección de 
espermatozoides no apoptóticos debería ser recomendada a pesar de la ausencia de 
síntomas de fragmentación de ADN.  
Respecto  a la oxidación del ADN, en nuestro estudio observamos que existe una 
tendencia al aumento de la oxidación del ADN proporcional al aumento del manejo de 
las muestras de semen, no obstante, parece independiente del grado de apoptosis 
espermática y no está relacionado a estos niveles con la disminución de las tasas de 
embarazo. Esta información señala la necesidad de trabajar en equilibrio entre la 
reducción del estrés de la manipulación espermática con técnicas adecuadas de 
selección espermática como el MACS. 
Por otra parte, la integridad de la membrana espermática está afectada durante el 
proceso de congelación  y descongelación del semen. La estabilidad de la membrana 
está afectada por cambios en la temperatura, cambios en los volúmenes asociados con 
los movimientos del agua, crioprotectores y al estrés osmótico debido al aumento de la 
concentración de sales. 
Durante la congelación, el proceso de enfriamiento inicial causa transiciones en las 
fases de la membrana de los lípidos y daña la función de las proteínas de membrana 
(146). Estos cambios comprometen la integridad de la membrana y causa la pérdida de 
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funcionalidad. Diversos estudios han revelado que los marcadores apoptóticos tienden 
aumentar después de la congelación y descongelación. La congelación puede aumentar 
el porcentaje de espermatozoides con translocación de PS en muestras de semen de 
pacientes y donantes sanos, aunque este aumento no estaba asociado con ningún cambio 
en la integridad del ADN (61). 
2. MACS y éxito reproductivo. 
2.1 Estudio de cohortes 
Realizamos este estudio con el fin de comprobar la eficiencia de la técnica sin 
perjudicar el ciclo de la paciente. En este estudio determinamos  la importancia de 
eliminar espermatozoides apoptóticos con MACS sobre la calidad espermática, 
fecundación y desarrollo temprano de los embriones en nuestro programa de donación 
con ovocitos “hermanos”, evitando así el sesgo de la calidad ovocitaria. 
Los embriones procedentes del grupo experimental mostraban una tendencia a la mejora 
en las tasas de fecundación y en un ligero aumento en el desarrollo embrionario, 
principalmente en el número de células en día 2, ausencia de multinucleación y vacuolas 
y desarrollo embrionario a día 3. 
Desafortunadamente, la motilidad espermática se vio ligeramente disminuida después 
del proceso de selección con MACS con espermatozoides móviles perdidos durante el 
proceso. Aunque es un inconveniente moderado, debe tenerse en cuenta con pacientes 
con oligoastenozoospermia y asternozoospermia. Y podría ser atribuido a los pasos de 
centrifugación adicional y al manejo de las muestras durante la preparación espermática, 
como hemos comentado previamente. 
No obstante, en general los resultados nos permiten concluir que la eliminación de 
espermatozoides apoptóticos puede ser beneficiosa en las TRA mediante la mejora de la 
calidad embrionaria. 
2.2. Estudios prospectivos 
 
En nuestro conocimiento, el primer estudio prospectivo obtenido hasta la fecha es el de 
Drirican y col, quien compara fecundación, desarrollo, tasas de implantación y de 
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embarazo obtenidas con los 2 métodos de preparación seminal para ICSI: MACS y 
gradientes de densidad (93). 
Nuestro estudio es el primero que compara tasas de fecundación, desarrollo 
embrionario, tasas de implantación, gestación, recién nacidos vivos y estudia además 
los resultados obstétricos y perinatales de estos (147,148).  
2.2.1. Inseminación artificial 
Este ensayo es el primer estudio prospectivo randomizado y de doble ciego que 
compara los resultados de las IA cuando el tratamiento fue llevado a cabo con 2 
métodos diferentes de preparación seminal, el grupo control con swim up y el grupo de 
estudio con swim up y MACS. 
El objetivo de este estudio fue evaluar el como la aplicación del MACS mejoraba el 
resultado final. Vimos que eliminando células apoptóticas en paciente que iban a su 1º 
ciclo de IA existía un aumento en las tasas de embarazo evolutivo. Existen ciertas 
limitaciones en nuestro estudio. La primera limitación es que el protocolo usado 
combina el swim up con el MACS, y por tanto somete a las muestras de semen a 
múltiples manipulaciones, este procedimiento no disminuye el número de células 
disponible, aunque sí que parece que la movilidad está un poco disminuida después de 
la selección con el MACS, cuando se comparan la fracción swim up con la fracción AV. 
No obstante, los resultados nos permiten concluir que la eliminación de 
espermatozoides apoptóticos beneficia los TRA mediante el aumento de los resultados 
de las tasas de gestación evolutivas, debido a que la función espermática no parece 
afectarse mediante la manipulación (65,137,138). 
Otra limitación es el dato de las tasas de embarazo evolutivo en el grupo control, este 
dato es mucho más bajo que el valor de referencia en nuestro laboratorio (18%), a pesar 
de existir una randomización efectiva tanto en lo referente a las características de las 
mujeres, como a la calidad espermática en ambos grupos de estudio. Nuestra hipótesis 
de partida se basaba en la teoría de que las tasas de gestación evolutiva con 
preparaciones estándar rondaban el 18%.  Para considerar un aumento clínico 
importante, debería reflejarse un aumento del al menos 15 puntos en los resultados 
finales. 
En conclusión, a pesar de que el presente estudio demuestra que el uso de la tecnología 
del MACS logra un aumento en las tasas de embarazo evolutivo al compararlo al swim 
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up convencional de 10,5 puntos porcentuales, los datos obtenidos no logran superar la 
hipótesis planteada y no conseguimos un aumento de los valores de referencia de 
nuestro laboratorio. 
 
2.2.2. ICSI con donación de ovocitos 
Una vez comprobando que al aplicar la técnica de MACS no perjudicamos el ciclo de la 
paciente, realizamos el estudio prospectivo con el fin de evaluar el grado en el que la 
eliminación de espermatozoides apoptóticos afecta a la calidad espermática y 
consecuentemente a la fecundación, desarrollo embrionario temprano, tasas de 
implantación, y tasas de gestación evolutiva en los procedimientos de ICSI ovodón en 
hombres en los que no hemos estudiado a nivel molecular  su calidad espermática. El  
ICSI ovodón nos permite evitar el sesgo relacionado con la calidad ovocitaria asociado  
la infertilidad femenina, de esta manera nos aseguramos de trabajar con buenos gametos 
femeninos e incluso la receptividad uterina es más estable evitando interferencias en la 
receptividad uterina debido a la estimulación ovárica. 
A pesar de nuestra hipótesis inicial, basada en publicaciones previas, donde 
planteábamos aumentar un 15% los resultados reproductivos después de aplicar la 
técnica de MACS, solo observamos un aumento no significativo del 2% en la tasa de 
implantación, la cual no es relevante clínicamente,  y además observamos una 
disminución sin significancia clínica de 8 puntos porcentuales en las tasas de recién 
nacido vivos. Esto sugiere que el impacto de MACS es menor en los resultados del ICSI 
con ovocitos donados. Además, por otra parte, se necesita confirmar el efecto de MACS 
con un número mayor de casos en un estudio prospectivo randomizado y 
sucesivamente, con un metaanálisis fiable siendo necesarios una serie de estudios con 
diseño y criterios de inclusión similares. 
Encontramos que la eliminación de espermatozoides AV+ tiende aumentar ligeramente 
la calidad embrionaria. Las diferencias en la calidad embrionaria observada después del 
MACS podría estar enmascarada debido a la capacidad reparadora del ovocito, 
previamente comentada, y siendo esta habilidad de reparación del daño de ADN  más 
efectiva en ovocitos de donantes jóvenes comparadas con mujeres añosas. Este efecto 
ya fue descrito por nuestro grupo respeto a la fragmentación del ADN (136). En 
consecuencia, la medida en que la técnica del MACS puede ser beneficiosa en pacientes 
de edad avanzada o infértiles queda por determinar. Además, otro aspecto a considerar 
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es la forma en que este método de selección de los espermatozoides puede influir 
positivamente en los resultados en un grupo específico de pacientes o tratamientos. 
Empleamos muestras de semen sin estudiar, por lo que son muestras en las que 
ignoramos  el grado de apoptosis y el porcentaje de fragmentación ADN o el de la 
descondensación de nuestra población pre y post MACS; en este sentido, pacientes con 
elevados grados de apoptosis y/o fragmentación de ADN confirmados podrían 
beneficiarse de este procedimiento. 
El beneficio del empleo del MACS antes del ICSI requiere más investigación, 
particularmente dado que los protocolos de ICSI tienden a disimular el impacto de los 
métodos de preparación seminal. Durante el ICSI, el espermatozoide más móvil y 
morfológicamente normal es seleccionado para la microinyección. Así pues, hay una 
gran probabilidad de usar espermatozoides con el ADN intacto, tanto si se aplica el 
MACS como si no, lo que crea un sesgo en los resultados, camuflando el efecto real del 
MACS. De hecho, observamos importantes diferencias en los resultados reproductivos 
cuando la tecnología del MACS se aplica en muestras de semen antes de una IAH, 
donde no existe ninguna intervención por el personal de laboratorio (149).  
2.3. Morfocinética de la calidad embrionaria mediante TMS 
 
El TMS es una herramienta ideal para el estudio de la dinámica biológica del desarrollo 
del embrión, permite la selección de embriones en etapas más avanzadas del desarrollo, 
y proporciona datos cuantitativos, morfológicos y dinámicos introduciendo un nuevo 
concepto en el análisis embrionario  que es la  morfocinética en la cual, los parámetros 
utilizados son empleados para estimar la viabilidad embrionaria y el potencial de 
implantación (150). Incluso, los recientes hallazgos sugieren que los parámetros 
morfocinéticos pueden complementar los métodos tradicionales de selección 
embrionaria  orientados a aumentar las tasas de embarazo clínico en  los tratamientos de 
fecundación in vitro. 
Esta herramienta nos permitió observar que cuando aplicábamos la tecnología MACS, 
las divisiones embrionarias se veían afectadas, teniendo como resultados rápidas 
divisiones embrionarias en t4 y t7 comparándolas con los embriones procedentes del 
grupo control,  aunque estos parámetros no parecen afectar en la tasa de implantación. 
Sin embargo el resto de variables morfocinéticas estudiadas fueron comparables, siendo 
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t5, s2 y cc2 similares en ambos grupos, variables con mayor relevancia en la tasa de 
implantación. De ahí que nuestros resultados en cuanto a tasas de implantación sean 
comparables en ambos grupos. 
En nuestro estudio tenemos datos comparables respecto a las divisiones directas o 
división abrupta de 1 a 3 células en menos de 5 horas. Cuando se dan estas divisiones en 
los embriones, estos rara vez implantan, y de hecho este parámetro está considerado un 
factor de exclusión en el algoritmo planteado por Meseguer (111). 
 
3. MACS y RNV 
Diversos autores han reportado en sus resultados preliminares recién nacidos vivos, 
sugiriendo que el uso de AVMB es un procedimiento seguro para parejas con repetidos 
fallos de FIV (103,151). 
En nuestro conocimiento, este es el primer estudio que evalúa la seguridad de 
seleccionar espermatozoides a través del MACS analizando los resultados obstétricos y 
perinatales de los bebes después de transferir embriones procedentes de ovocitos 
fecundados  mediante ICSI con este método.  
Nuestros resultados demuestran la ausencia de un daño o un beneficio aparente cuando 
esta tecnología se lleva a cabo, mostrando tasas de embarazo y recién nacidos vivos 
similares que cuando aplicamos únicamente swim up.  
Después de analizar 71 bebes no observamos ningún efecto adverso en términos 
obstétricos o perinatales entre embarazos o bebes concebidos con la técnica de MACS o 
únicamente con swim up. 
Todos los parámetros analizados fueron similares en ambos grupos: no se observó 
ningún aumento relevante en cuanto a riesgos obstetricos y perinatales, lo que sugiere 
que la mayoría de las preocupaciones relacionadas con el uso de elevados campos 
magnéticos y los componentes de los reactivos utilizados en el actual protocolo como 
son las MB y las columnas están teóricamente solventadas, ya que no es un 
procedimiento perjudicial (65). De hecho en 2003 Paash y su grupo (62) usaron la 
microscopia electrónica de transmisión de barrido demostraron que los espermatozoides 
de la fracción AV- no tenía los MB unidos a la membrana plasmática  
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Nos encontramos con varias limitaciones en este estudio, por ejemplo, sólo estudiamos 
nacimientos que nos fueron notificados, desafortunadamente, los datos son obtenidos a 
través de cuestionarios, así que no fuimos capaces de recoger la totalidad de los datos de 
embarazo conseguidos en nuestro programa. Además, sólo hemos analizado nacimiento 
de 24 semanas en adelante, no obstante nuestro estudio anterior  muestra tasas similares 
de aborto en ambos grupos indicando que la tecnología de MACS no está relacionada 
con pérdida embarazo temprano. 
También es importante tener en cuenta que este estudio podría haber sido de bajo 
potencia para mostrar una diferencia en el resultado perinatal entre los grupos. Dado que 
la mayoría de las complicaciones del embarazo ocurren con una incidencia de 10% o 
menos, uno no esperaría diferencia en estos pequeños números. Por otra parte, los 
cálculos de tamaño muestral no se realizaron para una hipótesis de equivalencia o no 
superioridad, ya que se habría requerido una muestra enorme, imposible de lograr en 
casi el 99% de los entornos clínicos. Consecuentemente, este estudio también es 
insuficiente para una no-superioridad o hipótesis de equivalencia. 
Otra limitación que debería señalarse es el hecho que los embarazos fueran 
monitorizados en el lugar de origen/residencia; esto es importante, ya que entre los 
diferentes países se tienen diferentes protocolos en cuanto a la inducción del parto y las 
intervenciones que pueden afectar a la edad gestacional y al peso de nacimiento. 
A pesar de las limitaciones mencionadas anteriormente, este estudio ofrece evidencias 
importantes ya que sus conclusiones se basan en estudio prospectivo randomizado con 
dos grupos bien definidos; Se requerían 187 pacientes por brazo para un análisis de 
nivel de significación unilateral, con el error alfa establecido en 0,05 y un poder de 
prueba del 80%. A pesar del pequeño tamaño de la muestra, este es el único ensayo que 
muestra el resultado obstétrico y perinatal de los bebés concebidos después de la 
aplicación de la tecnología MACS en muestras de esperma de pacientes infértiles dentro 
de un programa ovodonación. Además, eliminamos el posible sesgo que supone la 
hiperestimulación ovárica debido al uso de la ovodonación ya que utilizamos gametos 
femeninos con buen pronóstico, por lo tanto, todas las mujeres incluidas en nuestra serie 
fueron infértiles, por lo que podemos descartar la posibilidad de que las diferencias en la 
infertilidad entre los grupos tuvieron algún impacto en los resultados. De hecho, el 
hecho de que un solo centro de FIV (IVI Valencia, España) estuviera implicado en este 
DISCUSIÓN 
107 
 
ensayo está a nuestro favor, ya que significa que los protocolos seguidos fueron los 
mismos con respecto a los procedimientos de FIV y el manejo clínico. En resumen, a 
pesar de los datos positivos que informamos sobre el nacimiento de niños sanos cuando 
se aplica la tecnología MACS, sus beneficios requieren una mayor investigación con 
estudios con un  tamaño muestral más grande.  
En conclusión, los resultados de nuestro estudio no indican una notable repercusión a 
nivel obstétrico o perinatal tras la aplicación de la tecnología MACS. Sin embargo, es 
necesario investigar más a fondo para confirmar que esta tecnología no tiene ningún 
impacto negativo en los parámetros de salud, y para ello es necesario un aumento 
importante en el tamaño muestral, así como un seguimiento pediátrico que implique la 
evaluación del desarrollo psicomotor, progreso educativo y prevalencia de problemas de 
salud con el objetivo de confirmar la falta de consecuencias clínicas a largo plazo. 
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- La separación inmunomagnética no afecta a la integridad o viabilidad de los 
espermatozoides aunque se ha visto un ligero descenso en la movilidad 
espermática. 
- A pesar de que existe una tendencia al aumento de la oxidación y fragmentación 
del ADN debido al aumento de lavados y centrifugaciones, se ha visto que son 
independientes del grado de apoptosis y no están relacionadas con las 
posibilidades de embarazo. 
- MACS tiende a aumentar ligeramente la calidad embrionaria y muestra datos 
comparables en términos de fecundación e implantación. 
- MACS no parece afectar a la morfocinética embrionaria, ya que las variables 
morfocinéticas más relevantes fueron comparables, dando tasas de implantación 
similares en ambos grupos. 
- La tasa de embarazo y RNV es levemente menor en el grupo de MACS cuando 
realizamos ICSI tras su comparación con el control, aunque sin relevancia 
clínica, mientras que en las IAS, estas tasas muestran aumentos en los resultados 
cuando el  MACS se aplica. 
- Nuestros resultados obstétricos y perinatales sugieren que la tecnología del 
MACS no parece crear ningún efecto adverso en los niños tras su aplicación 
clínica siendo necesario un amplio estudio randomizado con mayor tamaño 
muestral de RNV con MACS, así como un seguimiento pediátrico de la 
evaluación del desarrollo psicomotor y la prevalencia de enfermedades para 
confirmar las consecuencias a largo plazo de esta tecnología. 
- Aunque la tecnología del MACS sea una tecnología eficiente, los resultados 
obtenidos son comparables con las preparaciones estándar de selección que se 
emplean en nuestro laboratorio.  
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TRA   Técnicas de reproducción asistida 
IA   Inseminación artificial 
FIV   Fecundación in vitro convencional 
ICSI   Microinyección intracitoplasmática 
TMS   Sistema time lapse 
ADN   Ácido desoxirribonucleico 
ARN   Ácido ribonucleico 
GhRH   Hormona liberadora de gonadotropina 
LH   Hormona luteinizante 
FSH   Hormona folículo estimulante 
OMS   Organización mundial de la salud 
PS   fosfatidil-serina 
AH   Ácido hialurónico 
SCSA   Ensayo de la estructura de la cromatina espemática 
SCD   Prueba de la dispersión de la cromatina 
8-OHdG  8-Hydroxydeoxyguanosina 
FITC   Isotiocianato de fluoresceína 
AV   Anexina V 
IMSI   Microinyección intracitoplasmática de esperma seleccionado  
   morfológicamente 
UV   Ultravioleta 
MACS   Magnetic activated cell sorting 
MB   Microbead 
AC   Anticuerpos 
AV-   Anexina V negativa 
AV+   Anexina V positiva 
FACS   Fluoresce-activated cell sorter 
FAU   Unidad de fluorescencia arbitraria 
IC95%   Intervalo de confianza del  95% 
IMC   Índice de masa corporal 
PEG   Pequeño para la edad gestacional 
BPN   Bajo peso al nacer 
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MBPN   Muy bajo peso al nacer 
MI    Intensidad media. 
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